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 partie : Inflammation et maladies cardiovasculaires 
 
I- Maladies cardiovasculaires: 
1- Épidémiologie: 
Les maladies cardiovasculaires se réfèrent aux pathologies qui affectent le cœur et les 
vaisseaux sanguins. Elles représentent la première cause de mortalité dans le monde. La 
mortalité cardiovasculaire est estimée à environ 1 à 3 décès prématurés chez les hommes et 1 
à 5 décès prématurés chez les femmes dans de nombreux pays industrialisés. Au même temps, 
plus de 80 % des décès dus aux maladies cardiovasculaires ont lieu dans les pays en voie de 
développement et elles touchent autant les hommes que les femmes (Mathers et al., 2006; 
Baudin et al., 2009). 
Parmi les 16,7 millions de décès annuels, 7,3 millions (43,7 %) sont dus à un infarctus du 
myocarde (IM), 5,5 millions (32,9 %) sont dus aux  accidents vasculaires cérébraux (AVC), et  
3,9 millions (23,4%) sont dus à l’hypertension artérielle (HTA) et autres maladies 
cardiovasculaires. D’après les projections, ces maladies devraient rester les premières causes 
de décès dans le monde (Mathers et al., 2006; OMS 2011). Ainsi, la recherche d'une thérapie 
efficace et préventive des maladies cardiovasculaires représente la mission principale de 
plusieurs laboratoires de recherche (Garcia et al., 2000). 
 
2- Facteurs de risque cardiovasculaire: 
Bien que la prise en charge des maladies cardiovasculaires s’améliore constamment, leur 
incidence augmente dans le monde entier. Le risque de développer une maladie 
cardiovasculaire donnée peut varier en fonction de la présence ou de l’absence de 
caractéristiques individuelles (âge, sexe, profil biologique et génétique…), socio-économiques 
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et/ou environnementales. Il est bien connu qu’il existe de nombreux facteurs de risque qui 
augmentent la possibilité de développer des maladies cardiovasculaires. La plupart d'entre eux 
sont liés, ce qui signifie que l’existence d’un facteur de risque, augmente la possibilité d’en 
avoir d’autres. Parmi ces facteurs, on trouve l’âge, le sexe, l’hypertension (HTA), le diabète, 
l’obésité, l’alcoolisme, le tabagisme et le stress (Figure 1). L’HTA est le facteur de risque 
cardiovasculaire le plus important et le plus fréquent. Elle atteint 31% de la population 
française adulte (18-74 ans) et malgré des avancées thérapeutiques, elle reste insuffisamment 
détectée, traitée et contrôlée. Parmi les facteurs de risques, on trouve aussi: les antécédents 












Figure 1: Représentation schématique de différents facteurs de risque cardiovasculaire. 
Parmi les facteurs de risque qui augmentent la possibilité de développer des maladies cardiovasculaires, on 
trouve: l’âge, le sexe, l’hérédité, le stress, l’hypertension, le cholestérol, le diabète, la sédentarité, l’obésité, 














Au même titre que le mauvais cholestérol (LDL) et l’hypertension, il existe un autre facteur 
de risque des maladies cardiovasculaires, il s’agit de «l’inflammation».  
 
II- Inflammation et risque cardiovasculaire: 
 
Un grand nombre d’évidences soutient l’idée que l’inflammation chronique à travers une 
variété de mécanismes joue un rôle important dans l’initiation, la progression et l’aggravation 
de plusieurs pathologies cardiovasculaires y compris, l’athérosclérose, l’infarctus du 
myocarde, l’accident vasculaire cérébral (Figure 2). Au cours de l’athérosclérose, 
l’inflammation artérielle est responsable de l’accumulation sous-endothéliale des 
lipoprotéines (comme le cholestérol), ce qui conduit à une augmentation de la libération des 
cytokines pro-inflammatoires, des facteurs de croissances, l’expression accrue des molécules 
d'adhésions, l’accumulation des cellules apoptotiques, et de l’infiltration des macrophages, 
qui à leur tour produisent des médiateurs pro-inflammatoires. Ce cycle vicieux d’activation de 
la réponse inflammatoire contribue au fil du temps, au développement et l’aggravation de la 
lésion d’athérosclérose (Weber and Noels., 2011). L’inflammation est présente dans tous les 
stades de la maladie d’athérosclérose, à partir de la formation des stries lipidiques à la rupture 
de la plaque jusqu’à l’événement coronarien aigu.  
D’autre part, des études réalisées sur les coronaropathies au cours de la dernière décennie ont 
montré que les mécanismes inflammatoires jouent un rôle central dans le processus de 
prolifération néo-intimale et la resténose (après angioplastie) intra-stent, qui représentent les 
complications majeurs du traitement par le stenting. Plusieurs études cliniques portées sur les 
marqueurs précoces de la réponse inflammatoire ont montré que les patients présentant une 
production accrue de l'interleukine-6 (IL-6) immédiatement après le stenting coronaire ont un 
risque plus élevé de resténose (Xia et al., 2012).  
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De même, la reperfusion myocardique post ischémique peut induire une réponse 
inflammatoire caractérisée par une augmentation de la production du facteur de nécrose 
tumorale alpha (TNFα) responsable d’une mort cellulaire, et une hyperperméabilité micro-
vasculaire, par conséquence une augmentation de l’aire de la région infarcie (Kin et al., 2008). 
Actuellement, il est bien connu que le risque d’une ischémie-reperfusion myocardique 
produite suite à une thrombolyse, une angioplastie, ou la pose de stent, est associée à une 
augmentation du taux circulants des différents marqueurs inflammatoires, y compris des 
cytokines, des protéines de la phase aiguë (par exemple la protéine C réactive, (CRP)), des 
molécules d’adhésions cellulaires, des produits du métabolisme lipidique et des neutrophiles 
(Koenig et al., 2001). Dans les études épidémiologiques prospectives, le taux plasmatique des 
marqueurs inflammatoires notamment la CRP, prévoient non seulement l’infarctus du 
myocarde et le décès cardiovasculaire, mais aussi la calcification coronaire (Berk et al., 1990; 
Maseri et al., 1996; Kuller et al., 1996; Rosenson et al., 1998). 
Toutefois, la thérapie basée sur le ciblage de la réponse inflammatoire permet de diminuer le 
risque et l’aggravation de différentes maladies cardiovasculaires. Par exemple, dans le cas de 
deux maladies inflammatoires, la polymyosite (PM) ou la dermatomyosite (DM), le risque de 
crise cardiaque est deux fois plus élevé que dans le reste de la population et l’administration 
des immunosuppresseurs, dans le but de ralentir le système immunitaire, permettent de 







Figure 2: Les principaux mécanismes et les conséquences de l'inflammation chronique. 
D’après Nathan C et al, 2010. 
 
D’une façon générale, les mécanismes expliquant le lien entre l’inflammation et les maladies 
cardiovasculaires restent très complexes et difficiles à expliquer. Ainsi, pour comprendre cette 
liaison, nous devons fournir un aperçu sur les différentes étapes du processus inflammatoire et 
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chimique). Il s’agit d’un processus habituellement bénéfique pour l’organisme car il permet 
l’élimination de l’agent pathogène et un retour à l’homéostasie par une réparation des tissus 
lésés.   
2- Le déroulement d’une réaction inflammatoire: 
Une activation séquentielle de tout un ensemble de cellules et de médiateurs permet le 
déclenchement et le maintien de la réponse inflammatoire. Cette réponse commence par une 
étape de reconnaissance des signaux de danger endogène ou exogène faisant intervenir 
certaines cellules de l’organisme telle que les monocytes, macrophages, et lymphocytes.  
L’inflammation fait intervenir aussi des cellules de la paroi vasculaire, des modifications de la 
matrice extracellulaire et la libération de nombreuses cytokines qui peuvent favoriser ou 
inhiber le développement de la réponse inflammatoire (cytokines pro ou anti-inflammatoires).   
Quelle que soit son siège et la nature de l’agent pathogène, le déroulement d’une réaction 
inflammatoire présente toujours les mêmes mécanismes. Néanmoins, les différentes étapes 
présentent des variations liées à la nature de l’agent pathogène, l’organe où elle se déroule, le 
terrain physiologique de l’hôte. Tous ces éléments conditionnent l’intensité, la durée de la 
réaction inflammatoire et l’aspect lésionnel. 
 
3- Activation de l’inflammation: 
Les signaux de danger d’origine exogène (« pathogen-associated molecular patterns », 
PAMPs) ou endogène (« danger-associated molecular patterns », DAMPs) vont stimuler les 
récepteurs de l’immunité innée, les PRR (Pattern Recognition Receptors), et activent la phase 




3.1-  Signaux de danger exogènes: les PAMPs. 
Les signaux de dangers exogènes sont des motifs moléculaires caractéristiques des micro-
organismes. Chaque groupe de micro-organismes possède un certain nombre de PAMP 
caractéristiques. Parmi les PAMPs, on trouve des composants des parois bactériennes 
(lipopolysaccharides, peptidoglycanes) et des flagelles (flagelline), des mannanes 
(polysaccharide) des champignons, des acides nucléiques bactériens et viraux (Figure 3) (Lee 
and Kim., 2007).  
3.2-  Signaux de danger endogènes : les DAMPs. 
Les signaux de danger endogènes ou DAMPs sont des motifs moléculaires émis par les 
cellules de l’organisme lors du stress cellulaire et qui peuvent initier et maintenir une réponse 
inflammatoire non infectieuse. Ils comprennent les protéines de choc thermique (HSP), le 
sulfate d'héparine, l’ADN, l’ATP, les HGMB1 (HighMobility Group Box 1), les ß-défensines, 
l’acide urique, les alarmines et les protéines dérivées de la matrice extracellulaire générées 
suite à une lésion tissulaire, telle que des fragments d’acide hyaluronique. Ces signaux 
permettent le recrutement des cellules immunitaires exprimant les PRR, et favorisent ainsi la 
réponse inflammatoire (Figure 3). Par exemple: l’acide urique, soluble dans le milieu 
intracellulaire, précipite lorsqu’il est libéré dans le milieu extracellulaire pour donner des 
cristaux d’acide urique. Ces cristaux sont capables d’activer l’inflammasome à cryopyrine 
NALP3 (pour NACHT-LRR-PYD containing protein) ou NLRP3 (pour Nucleotide-binding 
oligomerization domain, Leucine rich Repeat and Pyrin domain), un complexe multiprotéique 
dont l’oligomérisation entraine la maturation des cytokines pro-inflammatoires de la famille 
de l’IL-1. Dans la goutte, les cristaux d’acide urique déposés au niveau articulaire déclenchent 
une réaction inflammatoire (Choi et al., 2005; Petrilli and Martinon., 2007). Enfin, les 
DAMPs participent aussi au retour à l’homéostasie en promouvant la reconstruction du tissu 
lésé (Bianchi et al., 2007).  
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De plus, le processus inflammatoire peut également être déclenché en absence de toute 
infection ou traumatisme, notamment lors des pathologies dites « auto-inflammatoires» suite à 




Figure 3: L’initiation de l’inflammation nécessite généralement des signaux de danger 
d’origine exogène (PAMPs) et/ou endogène (DAMPs). D’après Nathan C et al, 2010. L’activation 
de l’inflammation se produit suite à une agression tissulaire par des agents pathogènes (PAMPs), reconnues par 
les récepteurs de l’immunité innée (PRR) portés par les cellules immunitaires. La mort cellulaire par nécrose et 
la dégradation de la matrice extracellulaire permets la libération des produits actifs (DAMPs), responsables de 




















Sous certaines conditions, la réponse inflammatoire peut devenir néfaste et de ce fait, 
participer au développement de différentes pathologies cancéreuses, immunitaires, 
cardiovasculaires et métaboliques. Une réponse inflammatoire insuffisante conduit à une 
immunodéficience ce qui augmente le risque des infections secondaires et le développement 
des cancers. Exacerbée, elle participe à la morbidité et la mortalité de plusieurs pathologies 
comme l’arthrite rhumatoïde et la maladie de Crohn. Mal contrôlée, l’inflammation peut 
s’étendre au reste de l’organisme via la circulation générale, et elle conduit ainsi à des 
dommages tissulaires irréversibles locaux ou généralisés, parfois à un choc septique 
entrainant dans les cas les plus graves le décès (Nathan et al., 2002;  Tracey et al., 2002; 
Barton et al., 2008). Le choc septique succède au sepsis qui est une maladie à très forte 
composante inflammatoire et pour laquelle on s’est interessé au niveau de ce travail de thèse.   
IV- Le Sepsis: 
 
1- Définition: 
Le sepsis est défini comme la réponse inflammatoire systémique à l’infection. Un sepsis 
sévère est un syndrome infectieux associé à une dysfonction d’organe, une hypoperfusion ou 
une hypotension. Le choc septique représente la forme la plus grave de cette réponse 
inflammatoire. Le pronostic vital du patient est souvent engagé et il s’agit d’une urgence 
thérapeutique (Dellinger et al., 2008).  
Malgré les progrès de la médecine moderne, le sepsis est diagnostiqué trop tardivement car les 
symptômes cliniques et les signes biologiques actuellement utilisés ne sont pas spécifiques. 
Ce qui fait du sepsis l’une des principales causes de décès dans le monde, il représente avec 
un taux de mortalité hospitalière compris entre 30 et 60 %. (Kissoon et al., 2011). 
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2- Mécanismes physiopathologiques: 
  
Le sepsis est associé à une réponse inflammatoire explosive habituellement rencontré contre 
une infection bactérienne. Cette réponse est caractérisée par une surproduction de cytokines 
pro-inflammatoires, une dysfonction endothéliale, une infiltration excessive de cellules 
inflammatoires, un stress oxydant et nitrosant responsables d’une défaillance d’organes 
(Figure 4). 
2.1- Production de cytokines pro et anti-inflammatoires: 
L’interaction directe entre les cellules d’inflammatoires et les composés bactériens conduit à 
la production des cytokines pro-inflammatoires via l'activation de récepteurs TLR (Schroder 
et al., 2010). Par exemple, les lipopolysaccharides (LPS) bactériens combinent avec des 
protéines solubles pour interagir avec le TLR4. Cette interaction va induire l'activation de la 
voie de signalisation NFκB dont le rôle est central dans l’expression de multiples gènes pro-
inflammatoires (Rolli et al., 2010). Le sepsis est associé à une libération massive de cytokines 
inflammatoires. Des cytokines dites «précoces», produites en masse au cours des premières 
heures du sepsis souvent de manière transitoire, comprennent le TNFα, l’IL-6 et l’IL-1β et 
d’autres dites «tardives» comme le cas pour le HMGB-1 (High-Mobility Group Box-1) et le 
MIF (Macrophage Migration Inhibitory Factor) (Calandra et al., 2003; Abraham et al., 2007; 
Mizock et al., 2009). Le degré d’élévation de cytokines inflammatoires est corrélé à la 
sévérité de l’infection et au pronostic (Pinsky et al., 1993). 
Parallèlement, divers médiateurs anti-inflammatoires sont produits dans les heures qui suivent 
le développement du sepsis, notamment l’IL-10, l’IL-2, l’IL-4 et le récepteur soluble au 
TNFα, favorisant une compartimentalisation de l’inflammation au site de l’infection et 
atténuant ses effets systémiques (Pugin et al., 2007). Ces cytokines anti-inflammatoires 
peuvent agir directement sur la libération des cytokines pro-inflammatoires ou s’opposer à 
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leurs effets tissulaires. A titre d’exemple, l’IL-10 est libérée par les macrophages stimulés par 
l’endotoxine; elle peut bloquer la libération d’IL-1, IL-6 et le TNFα. 
2.2- Production de médiateurs lipidiques: 
Plusieurs médiateurs lipidiques sont produits sous l'influence du TNFα et de l'IL-1β pour 
amplifier la réponse inflammatoire. Ainsi, les eicosanoïdes (leucotriènes, prostacyclines, 
prostaglandines et thromboxanes) dérivés de l’acide arachidonique ont des effets sur le tonus 
vasculaire, l'agrégation plaquettaire, la perméabilité vasculaire, le chimiotactisme et modulent 
la réponse inflammatoire (Dobryniewski et al., 2007). 
2.3- Une dysfonction endothéliale: 
La dysfonction endothéliale est un facteur clé contribuant à la dysfonction d’organes. La 
cellule endothéliale est activée à la suite d’interactions directes ou indirectes avec des 
composants microbiens et des cytokines inflammatoires, acquérant un phénotype pro-adhésif 
et procoagulant, et produisant divers médiateurs affectant le tonus et la perméabilité 
vasculaires. Des modifications structurelles caractéristiques des cellules endothéliales sont 
notées au cours du sepsis, telles que contraction, gonflement et séparation de la matrice 
extracellulaire sous-jacente. Par conséquent, une augmentation de la perméabilité endothéliale 
et l’infiltration des cellules inflammatoires (Aird et al., 2003). 
2.4- Infiltration des cellules inflammatoires:  
Les polynucléaires neutrophiles (PMN) et les monocytes circulants sont précocement activés 
par les cytokines pro-inflammatoires, les PAMPs et les DAMPs. L’activité coordonnée des 
sélectines, intégrines et molécules d’adhésion exprimées par l’endothélium entraîne le 
recrutement des PMN et des monocytes dans les tissus infectés. Ces cellules migrent vers le 
site de l’infection, attirées par un gradient chimiotactique reconnaissable via les récepteurs 
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TLR (Abraham et al., 2007). L’activation des neutrophiles s’achève par leur mort 
apoptotique. Par contre les macrophages activés servent à la fois à la clairance bactérienne et 
à la phagocytose des neutrophiles apoptotiques, permettant la résolution de l’inflammation. Il 
apparaît que l’apoptose des neutrophiles est retardée au cours du sepsis, un effet qui pourrait 
contribuer au développement des dysfonctions d’organes (Rittirsch et al., 2008). 
2.5- Un stress oxydant et nitrosant: 
Une production en excès de radicaux libres d’oxygène (radical superoxyde O2
-
 et dérivés), a 
lieu lors du sepsis, favorisant la destruction des microorganismes, mais risquant d’entrainer un 
effet cytotoxique par une altération des protéines et des acides gras membranaires (Pacher et 
al., 2007).  
Le monoxyde d'azote (NO) est également produit en grande quantité au cours du sepsis 
secondairement à l’expression et à l'activation de la NO-synthétase inductible (iNOS). Il joue 
un rôle-clé dans la vasoplégie du choc septique, en provoquant une relaxation vasculaire et 
une résistance à l'action vasoconstrictrice des catécholamines et de l'angiotensine. Le NO et le 
superoxyde réagissent l’un avec l’autre pour former le péroxynitrite, qui participe aux 
dommages tissulaires. L’administration d’inhibiteurs sélectifs de la iNOS et de certains 
antioxydants exerce des effets bénéfiques sur les dysfonctions d’organes dans le sepsis 
expérimental (Liaudet et al., 2000; Pacher et al., 2007). 
2.6- Coagulation: 
Une activation précoce de la coagulation a lieu lors du sepsis, par l’action du complément et 
des cytokines (notamment IL-6,  l'IL-1 et le TNF) sur l’endothélium et les cellules immunes, 
entraînant une expression augmentée de facteur tissulaire et l’activation de la voie 
extrinsèque. Parallèlement, une réduction de l’activité fibrinolytique par une augmentation de 
la production de l'inhibiteur de l'activateur du plasminogène PAI-1 (plasminogen activator 
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inhibitor) alors que les anticoagulants endogènes (protéine C, antithrombine III, inhibiteur du 
facteur tissulaire) diminuent. L’ensemble de ces processus conduit à la formation de 
microthrombi et à l’obstruction de la microcirculation, réduisant la perfusion tissulaire. 
L’administration d’anticoagulants (protéine C activée recombinante) peut, dans certains cas, 
réduire les dysfonctions d’organes et améliorer le pronostic (Levi et al., 2010).  
 
 
Figure 4: Schéma de l’ensemble des mécanismes conditionnant l’évolution du sepsis. LPS, 
lipopolysaccharide; TLR, toll like receptor; FT, Facteur tissulaire; NO, monoxide d’azote (stress nitrosant); O2
- 
, 
anion superoxide (stress oxydant); MPM, microparticules monocytaires; FAP, facteur activateur des plaquettes; 
COX-2, cyclooxygénase 2; iNOS, NO synthase inductible; MPE, microparticules endothéliales; MPP, 



































Dans le cas de choc septique, L’agressivité des mécanismes physiopathologiques augmente 
rapidement ce qui explique le risque élevé de décès. Parallèlement au développement des 
connaissances des mécanismes de choc septique, de nouvelles stratégies thérapeutiques ont 
été développées (Rivers et al., 2001; Bernard et al., 2001; Annane et al., 2002). Elles ont 
récemment permis une amélioration du pronostic de l'état de choc septique (Harrison et al., 
2006). Avec l'exploration de nouveaux champs physiopathologiques (immunité innée, 
dysfonction mitochondriale, apoptose...), nous pouvons espérer le développement dans les 
années à venir de nouvelles thérapeutiques permettant de faire encore reculer la mortalité du 
sepsis. 
Récemment, il a été montré qu’une délétion de gène réduit la mortalité des souris suite à un 
choc septique via une diminution de l’inflammation systémique (Ralay Ranaivo et al., 2007). 
Ce gène code pour une protéine qui est l’isoforme non musculaire de la kinase de la chaine 




















Les MLCKs est une famille de protéines cytosolique dont la fonction principale est de 
phosphoryler la chaîne légère régulatrice de la myosine (MLC-2), favorisant ainsi 
l’interaction actine–myosine et contraction cellulaire. Au niveau des cellules musculaires, le 
mécanisme déclencheur de la contraction est l’augmentation du calcium intracellulaire. Le 
calcium se lie à la troponine C, ce qui permet la levée d’inhibition de la troponine I, 
démasquant ainsi le site de liaison actine myosine permettant la contraction cellulaire. 
L’activation de MLCK musculaire (MLCK108, 108kD, MLCKm) permet la phosphorylation 
de la myosine ce qui augmente l’intensité de la contraction.   
Cependant, dans les cellules non musculaires telles que les cellules endothéliales, l’épithélium 
et les neutrophiles, il existe une autre isoforme de MLCK nommée MLCK non musculaire 
(MLCK210, 210kD, MLCKnm) (Verin et al., 1998). Cette isoforme participe principalement 
à la contraction du cytosquelette et la transduction de la signalisation cellulaire. Contrairement 
au MLCKm, l’activation de MLCKnm représente le mécanisme déclencheur de la contraction 
cellulaire. Il semble que les membres de la famille de MLCKnm peuvent présenter des 
propriétés fonctionnelles, structurales, et régulatrices distinctes de l’isoforme musculaire.  
II- Structure: 
MLCKnm est constituée de 1914 acides aminés. A son extrémité C terminale, on trouve une 
séquence KRP très conservée à travers les espèces et commune à l’ensemble des membres de 
la famille de MLCK. Le domaine KRP est suivie par un domaine de liaison à la calmoduline, 
qui permet d’activer l’activité kinase de MLCKnm suite à sa liaison avec le complexe 
calcium–calmoduline (Ca2+/CAM). Ce domaine fonctionne aussi comme un domaine auto-
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inhibiteur afin de supprimer l'activité constitutive de MLCKnm en l'absence du (Ca
2+
/CAM). 
Enfin, un site catalytique de l'activité kinase suivie d’un domaine d'immunoglobuline qui se 
lie à la MLC (Figure 5). 
Au niveau de son extrémité N terminale, la MLCKnm est caractérisée par une séquence 
supplémentaire de 922 acides aminés riche en sites de phosphorylations et d’interactions avec 
des protéines de cytosquelette et de signalisation cellulaire comme: la contractine (protéine de 
cytosquelette) et la protéine p60Src (protéine de signalisation) (Birukov et al., 2000; Verin et 
al., 1998). 
Figure 5: Schéma représentatif de la structure protéique de l’isoforme non musculaire et 
musculaire de MLCK. D’après Verin A et al, 1998. L’isoforme musculaire de MLCK (1147 acides 
aminés) présente une grande similitude avec l’isoforme non-musculaire. MLCK non musculaire (1914 acides 
aminés) est caractérisée par une séquence supplémentaire de 922 acides aminés au niveau de l’extrémité N 
terminale, riche en sites de phosphorylations et d’interactions avec des protéines de cytosquelette et de 














Sites d’interaction avec les protéines du cytosquelette 














III- Les isoformes de MLCK: 
1- MLCKm: 
Il existe trois types de MLCK musculaire: squelettique (skMLCK), cardiaque (cMLCK), et du 
muscle lisse (smMLCK), produits des gènes mylk2, mylk3, et mylk1, respectivement. Ces 
isoformes portent une longue extrémité N-terminale qui contient un domaine de liaison à la 
fibronectine, deux domaines d’immunoglobulines, et de nombreux sites de phosphorylation. 
L'isoforme smMLCK porte 1147 acides aminés et un poids moléculaire de 108 kD. La 
smMLCK diffère nettement dans la structure des deux autres isoformes, et ayant une plus 
grande similitude avec l’isoforme non-musculaire (Figure 5) (Takashima et al., 2009; Chan et 
al., 2008). 
2- MLCKnm: 
Des travaux réalisés par le groupe de Garcia (Garcia et al., 1995) ont permis d’identifier et 
cloner un gène unique qui code pour quatre isoformes de MLCKnm (MLCKnm1 - 4). Ces 
isoformes sont des variantes d'épissage dérivés du gène mylk1 localisé sur le chromosome 
humain 3 (3qcen - q21).  
L’isoforme MLCKnm1, précédemment connu sous le nom de MLCK endothéliale (MLCKe), 
est soupçonnée d'avoir une distribution tissulaire essentiellement endothéliale. MLCKnm1 
présente un poids moléculaire très élevé de 210 kDa qui correspond à 1914 acides aminés et 
elle est également connue sous le nom de MLCK210. MLCKnm2 présente aussi une 
expression endothéliale. Elle est identique à MLCKnm1 mais il lui manque une séquence de 
69 acides aminés au niveau de l’extrémité N terminale, contenant deux résidus nécessaires 
pour la phosphorylation de la tyrosine et l'activation de MLCK par le p60Src (Figure 6). 
MLCKnm3a et 3b sont identiques à MLCK1 et 2, respectivement, mais portant en plus une 
délétion distal supplémentaire sur l’exon 30 correspondant à une séquence de 51 acides 
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aminés. Concernant la séquence de l’isoforme MLCKnm4, elle n’est pas encore totalement 
connue (Shen et al., 2010). 
 
 
Figure 6: Schéma représentatif de la structure protéique des deux isoformes 
endothéliales de l’isoforme non musculaire de MLCK. D’après Birukov et al, 2000. L’isoforme 
MLCKnm1 et MLCKnm2, ont une distribution essentiellement endothéliale. MLCKnm2 est identique à 
MLCKnm1, mais il lui manque une séquence de 69 acides aminés au niveau de l’extrémité N terminale 
contenant deux résidus nécessaires pour la phosphorylation de la tyrosine et l'activation de MLCK par le p60Src. 
MLCKnm, myosin light chain kinase non muscle. 
IV- Fonctions: 
1- Fonction contractile de MLCKnm: 
La contraction des cellules se produit par l'interaction entre l'actine et la myosine. Cette 
interaction est régulée par le statut de phosphorylation de MLC, et l'activation de MLCK. Au 
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MLCKnm par la liaison du complexe Ca
2+
/CAM sur le domaine de liaison à la calmoduline 
ce qui stimule l’activité kinase de la MLCKnm (Figure 7). D’autre part, l’augmentation de 
calcium active des tyrosines kinases, qui vont phosphoryler la tyrosine (Tyr-464 et Tyr-471) 
au niveau de l’extrémité N-terminal de MLCKnm, ce qui provoque sont activation. Une fois 
activée, elle phosphoryle la chaine légère régulatrice de la myosine MLC au niveau de la 
sérine (Ser-19) et la thréonine (Thr-18), ayant pour résultat un changement de la conformation 
tertiaire de la myosine, favorisant ainsi le mouvement contractile contre l'actine (Figure 8). 
En s’opposant à l’activité de MLCKnm, la phosphatase de la chaîne légère de la myosine 
(MLCP) déphosphoryle la MLC, ce qui diminue la tension de contraction. Un contrôle 
optimal de l’état contractile résulte de l’équilibre entre l’activité de MLCKnm et MLCP. 
RhoA, un membre de la famille Rho GTPases, la protéine kinase C (PKC), et plusieurs autres 
kinases jouent un rôle critique dans la régulation de l’activité de MLCP. Une fois activé sous 
une forme liée au GTP, RhoA peut activer Rho kinase (ROCK) qui phosphoryle par la suite et 
inhibe MLCP, entrainant une augmentation de la phosphorylation de la myosine et une 
contraction cellulaire. Il est également prouvé que ROCK phosphoryle directement MLC in 
vitro dans les cellules endothéliales, et participe à l’augmentation de la contraction du 
cytosquelette cellulaire responsable d’une hyperperméabilité endothéliale (Figure 8). La 
fonction contractile de MLCKnm est importante pour la contraction du cytosquelette, la 
migration cellulaire et les processus d’endo/d’exocytose. Récemment, au niveau endothéliale, 
il a été montré que MLCKnm joue un rôle central dans la signalisation cellulaire, l’adhésion 










Figure 7: Schéma de l’activation de MLCKnm avec les sites de liaison à la calmoduline 





















Figure 8: Schéma montrant le rôle de MLCKnm dans la contraction du cytosquelette 
cellulaire et la régulation de la perméabilité endothéliale. D’après Kumar P et al, 2009. 
L’activation de MLCKnm par sa liaison avec le complexe Ca2+/CAM  ou bien une phosphorylation de la 
tyrosine au niveau de son extrémité N-terminal; conduit à la phosphorylation de  la chaine légère régulatrice de 
la myosine. La phosphorylation de la myosine conduit à un changement de sa conformation tertiaire, et la 
génération du mouvement contractile contre l'actine. La force de contraction de cytosquelette dirigée vers le 
centre de la cellule endothéliale permet la déstabilisation de l’adhésion cellule-cellule et une augmentation de la 
perméabilité endothéliale. La phosphatase de la chaîne légère régulatrice de la myosine (MLCP)  déphosphoryle  
la myosine, ce qui diminue la tension de contraction. L’activité de MLCP est régulée par ROCK et  PKC. α, β, γ, 
P120 des sous unités des molécules d’adhésion cellule-cellule (VE-Cadhérine et Caténine). 
 
2-  Régulation de la barrière endothéliale: 
L’une des fonctions clés des cellules endothéliales vasculaires, est de servir de barrière semi-
sélective entre le sang circulant et le fluide interstitiel. L'intégrité de cette barrière est cruciale 
dans le maintien de l'homéostasie circulatoire et le bon fonctionnement d’organes. Une 























hyperperméabilité responsable d’une extravasion du plasma et des cellules inflammatoires, 
entraînant une dysfonction d’organes. La perturbation de la fonction de barrière joue un rôle 
primordial dans la physiopathologie des maladies inflammatoires, des processus 
thrombotiques, des lésions traumatiques ou thermiques, le diabète, l’athérosclérose, l'infarctus 
du myocarde et la tumorigenèse (Lund et al., 1992; Hashizume et al., 2000; Yuan et al., 2007; 
Shen et al., 2010). 
La perte de l'intégrité de l'endothélium est un problème critique difficile à corriger 
cliniquement. Les efforts de plusieurs laboratoires ont révélé que la dysfonction de la barrière 
endothéliale est causée par un déséquilibre entre les forces d'adhésion inter-endothéliales et la 
tension centripète du cytosquelette cellulaire. Cependant, il existe de nombreuses preuves 
montrant que MLCKnm joue un rôle important dans le maintien de la barrière endothéliale. 
En effet, l’activation de MLCKnm génère une force centripète ce qui augmente la 
perméabilité  paracellulaire et la transmigration des leucocytes conduisant à une dysfonction 
de la barrière vasculaire (Figure 8). Par exemple, l’activation des cellules endothéliales par de 
la thrombine conduit au développement d'une force isométrique (Goeckeler and 
Wysolmerski., 1995), fournissant des changements significatifs au niveau de la morphologie 
cellulaire et une augmentation de la perméabilité endothéliale (Garcia et al., 1986). Il résulte 
de la diminution du calcium intracellulaire ou l'inhibition de l'activité enzymatique de 
MLCKnm, une perte de la tension isométrique et l'atténuation marquée de l’hyperperméabilité 
endothéliale (Wysolmerski and Lagunoff., 1991; Garcia et al., 1995). Récemment, il a été 
démontré que MLCKnm est un médiateur commun de la dysfonction de la barrière 
endothéliale induite par plusieurs molécules de signalisation comme: le monoxyde 
d’azote/guanylate monophosphate cyclique (NO/GMPc) et la PKC (Shen et al., 2010).  
De plus, il est connu que la liaison du LPS à son récepteur TLR4 au niveau des cellules 
endothéliales, conduit à l’activation de la voie de signalisation NF-kB responsable d’une 
37 
 
augmentation de la libération de cytokines pro-inflammatoires et une augmentation 
intracellulaire du calcium suivie par une hyperperméabilité endothéliale (Burke et al., 1993). 
Dans ces conditions, il a été montré aussi que MLCKnm participe au réarrangement du 
cytosquelette cellulaire et la génération d’une force de contraction qui module l’ouverture des 
jonctions serrées et la formation des lacunes intercellulaires à travers l’endothélium, ce qui 
favorise le passage des cellules inflammatoires (Norwood et al., 2000; Ma et al., 2005). Lors 
de l’hypoxie, l’activation du facteur de transcription HIF-1α module la perméabilité 
endothéliale par une surexpression de MLCKnm et une augmentation de la phosphorylation 
de MLC. La diminution de l’expression de HIF-1α par un siRNA spécifique permet de 
prévenir la surexpression de MLCKnm et ainsi l’hyperperméabilité endothéliale induite par 
l’hypoxie (Qi et al., 2011). 
Indépendamment de son activité kinase, MLCKnm présente la capacité à établir des liens 
entre les protéines du cytosquelette via son extrémité N-terminal et réguler ainsi la 
perméabilité endothéliaile. MLCKnm sert d'échafaudage pour les protéines du cytosquelette 
comme les cytolinkers, et la superfamille de plakin, comme MACF, BPAG1-a/b. Ainsi, il a 
été montré par des techniques d’imagerie cellulaire, qu’il existe une co-localisation de 
MLCKnm et la cortactine (une protéine du cytosquelette) dans l’endothélium pulmonaire 
humain. Cette association implique le domaine SH3 de la cortactine et le domaine de la 
liaison à l’actine au niveau de MLCKnm. Cette découverte a permis de mieux comprendre les 
mécanismes moléculaires à la base de la régulation de la barrière vasculaire via MLCKnm 
(Kudryashov et al., 2004). D’autre part, des études réalisées sur la kinase Abl ont montré que 
cette kinase phosphoryle MLCKnm au niveau de son extrémité N-terminal, ce qui permet le 
recrutement de la cortactine et l’actine formant le complexe Ab1-MLCKnm-cortactine-actine, 
conduisant à la régulation de la perméabilité endothéliale (Dudek et al., 2010).  
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L’hyperperméabilité endothéliale peut également se produire par un mécanisme indépendant 
de MLCKnm. Par exemple, chez le rat, la phosphorylation de MLC par MLCKnm ne 
contribue pas à l’hyperperméabilité endothéliale induite par le facteur activateur des 
plaquettes ou la bradykinine. Cette hyperperméabilité endothéliale est due à une augmentation 
de la production de NO et une activation de la voie GMPc, puisque une inhibition de eNOS 
ou la voie de signalisation en aval, réduit considérablement la perméabilité endothéliale 
(Adamson et al., 2003). Actuellement, les mécanismes de régulation de la perméabilité 
endothéliale ne sont pas totalement bien maitrisés. L’équilibre entre la tension centripète et 
l’adhésion cellule-cellule représente la base de la perméabilité des barrières microvasculaires. 
Récemment, il a été montré que MLCKnm intéragit également avec des protéines de voie de 
signalisation inflammatoire et de prolifération cellulaire. Ainsi, MLCKnm participe à 
l’inflammation vasculaire et la prolifération des cellules cancéreuses. 
3- Autres fonctions de MLCKnm: 
a. MLCKnm participe à l’inflammation vasculaire: 
MLCKnm joue un rôle important dans la physiopathologique de l’athérosclérose. Il a été 
montré qu’elle participe au développement des lésions athérosclérotiques, en exacerbant la 
dysfonction de la barrière endothéliale et l’infiltration monocytaire en réponse à des facteurs 
pro-inflammatoires, y compris la thrombine, les LDL oxydées et le TNF-α. Les mécanismes 
moléculaires de la réponse cellulaire médiée par MLCKnm impliquent non seulement la 
phosphorylation de MLC et la contraction du cytosquelette cellulaire; mais aussi la 
signalisation par Src (molécule de signalisation inflammatoire), qui est indépendante de la 
phosphorylation de la MLC (Sun et al., 2011). L’activation de la voie de signalisation Src 
conduit à la transcription de plusieurs médiateurs pro-inflammatoires responsables du 
maintien de l’inflammation vasculaire et la déstabilisation de la plaque d’athérome. De ce fait, 
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le blocage sélectif de MLCKnm représente actuellement une nouvelle piste d’investigation 
pour le développement d’une nouvelle approche pour traiter l'athérosclérose. 
b. MLCKnm contribue à l’augmentation de la sévérité du cancer: 
La protéine MLCKnm participe à la prolifération et la migration de nombreuses cellules 
cancéreuses. Il a été montré par des études réalisées in vitro, que l’augmentation du niveau 
d’expression de MLCKnm est corrélée à la sévérité du cancer du sein; et que l'inhibition de 
MLCKnm par son inhibiteur pharmacologique ML-7 est capable d'induire l'apoptose des 
cellules cancéreuses, par la voie p38 MAPK. De plus, une autre étude réalisée sur le même 
type cellulaire a montré qu’il existe un cross talk entre MLCKnm et la voie ERK1/2 et que la 
phosphorylation de MLC ainsi que l’activation de la voie ERK1/2 (bcaténine, la survivine, 
cyclineD et c-Myc) par MLCKnm, conduisent à la prolifération et le métastase des cellules 
cancéreuses (Cui et al., 2010). Ces résultats montrent que MLCKnm pourrait présenter dans 
les jours à venir une cible potentielle pour lutter contre le cancer. 
c. MLCKnm participe au bourgeonnement  de la membrane cellulaire: 
Au niveau des cellules embryonnaires humaines du rein (HEK), il a été montré que la 
stimulation du récepteur de type 1 de l’angiotensine II par un agoniste conduit au 
bourgeonnement de la membrane plasmique via l’activation de la voie RhoA/ ROCK/MLCK 
(Godin et al., 2010). Actuellement, cette étude est la seule en bibliographie qui étudie 
l’implication de  MLCKnm au niveau du phénomène de bourgeonnement cellulaire. 
Conclusion: 
Actuellement, il est très bien connu que MLCKnm est impliquée dans les complications 
vasculaires associées à l’inflammation systémique. De plus, la suppression de MLCKnm ou 
bien son inhibition pharmacologique protège contre les effets délétères du choc septique et ses 
conséquences à la fois cardio-vasculaires et pulmonaires. Compte tenu du rôle central de 
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MLCKnm dans la perméabilité vasculaire et la signalisation inflammatoire, le ciblage de 
MLCKnm comme une nouvelle voie thérapeutique peut s’avérer une alternative efficace pour 
traiter ces problèmes. Ainsi jusqu'à présent, l'utilisation clinique d'inhibiteurs non-spécifiques 
tels que ML-7 et ML-9 n'a pas été possible, en raison des complications systémiques et des 
effets non spécifiques sur d'autres kinases. Idéalement, il est intéressant de développer des 
outils plus spécifiques pour cibler sélectivement MLCKnm et de prévenir ces effets délétères. 
Des arguments plus récents concernant les effets protecteurs de la sphingosine-1-phosphate 
(S1P) indiquent que l'activation du récepteur SIPR1 ou des tyrosines kinases en aval peut 
offrir d'autres approches d'inhibition de l'activité de MLCKnm endothéliale, et la suppression 
de l'hyperperméabilité vasculaire. 
Dans ce travail de thèse, on s’est intéressé à évaluer les conséquences de la délétion de 
MLCKnm sur une nouvelle famille de facteurs appelées «Microparticules» (MPs) qui jouent 
un rôle important dans la physiopathologie du sepsis dans le but d’étudier l’hypothèse selon 
laquelle la délétion de MLCKnm pourrait générer des MPs bénéfiques avec des propriétés 
anti-inflammatoires participant à la diminution de l’inflammation systémique et la resistance 















 partie : Microparticules ou Microvésicules 
 
I- La découverte des Microparticules: 
 
L’un des principaux contributeurs à l'identification des MPs est le médecin britannique Peter 
Wolf en 1967 lors de ces études sur la cascade de coagulation du sang (Wolf et al., 1967). 
Quelques années auparavant, Erwin Chargaff et Randolph West ont découvert que le plasma 
sans plaquettes a des propriétés de coagulation ce qui contrarie la théorie de l’époque qui est 
que les plaquettes sont les seules responsables de la coagulation sanguine. Chargaff et West 
ont également constaté qu’une centrifugation à grande vitesse à 31 000 × g, permet de réduire 
significativement la capacité du plasma à entrainer une coagulation sanguine. Par conséquent, 
ils ont conclu que le plasma humain possède une autre composante de coagulation sédimentée 
par une ultracentrifugation (Chargaff et West., 1946). En conclusion, dans sa publication en 
1967, Peter Wolf a révolutionné la littérature de la coagulation sanguine précédente avec la 
découverte des fractions subcellulaires constituées de petites vésicules originaires des 
plaquettes appelées  «poussière des plaquettes»  «platelet dust», qui a ensuite été remplacé par 
le terme de «Microparticules» (MPs) ou «Microvésicules» (MVs) (Wolf et al., 1967). 
 
II- Définition des MPs : 
Les MPs sont des vésicules membranaires hétérogènes en taille, libérées par la plupart des 
cellules de l’organisme en réponse à une activation cellulaire ou apoptose (Nieuwland et al., 
1997; Heijnen et al., 1999; Beyer et Pisetsky., 2010). Ces vésicules sont produites à partir du 
bourgeonnement de la membrane plasmique et elles peuvent être porteuses de diverses 
protéines telles que: des enzymes métaboliques, des protéines du cytosquelette, des marqueurs 
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inflammatoires, et également des acides nucléiques (Martinez et al., 2005; Mause et al., 
2010).  
Les MPs sont à différencier d’autres types de vésicules libérées par les cellules comme les 
exosomes et les corps apoptotiques. En effet, les exosomes sont des vésicules de très petite 
taille (0.02 - 0.1µm), formées à partir des endosomes tardifs. La membrane endosomale 
s'invagine et il y a formation de vésicules dans ce compartiment. Cette structure est appelée 
corps multivésiculaire. L'endosome peut ensuite aller fusionner avec le lysosome ce qui 
aboutira à sa dégradation; ou alors, l'endosome peut fusionner avec la membrane plasmique et 
cette fusion permet la libération des exosomes dans l'espace extracellulaire. Tandis que, les 
corps apoptotiques, vésicules de grande taille (0.5 - 2µm), formées lors de la phase tardive de 
l'apoptose suite à une fragmentation cellulaire. Ces vésicules ont une teneur élevée en 
éléments cytoplasmiques et nucléaires (protéines et acides nucléiques) (Kerr et al., 1972; 
Elmore et al., 2007; Tual-Chalot et al., 2011; El Andaloussi et al., 2013; Akers et al., 2013) 
(Figure 9). 
Bien que d'abord les MPs soient assimilées à une poubelle cellulaire inutile, elles sont 
considérées actuellement comme une nouvelle voie de communication intercellulaire. Elles 
présentent un véritable intérêt clinique en physiologie et en physiopathologie à la fois comme 
biomarqueurs via leur nombre et bioeffecteur via leur fonction. En effet, les MPs circulantes 
dans le plasma initient la coagulation du sang, favorisent l’inflammation, modulent le système 









Figure 9: Biogénèse des vésicules extracellulaires et contenu des MPs. D’après Gaceb et al, 
2014. Les exosomes (0,02 - 0,1 µm) sont formées à l’intérieur de la cellule et transporté vers l’extérieur à l’aide 
d’un sac multivesiculaire. Les corps apoptotiques sont des vésicules de grande taille (0,5 - 2 µm) détachés de la 
cellule lors de la phase terminale de l’apoptose. Ils sont riches en composants nucléaires (nucléosomes, histones 
et des fragments nucléaires). Les MPs (0,5 - 1 µm) produites par bourgeonnement de la membrane plasmique,  
portent  à leur surface la phosphatidylsérine, les molécules d'adhésion, les sélectines, les intégrines, des ligands, 
et des récepteurs; tandis qu’à l’intérieur elles portent des protéines du cytosquelette, des enzymes, de l’ARNm et 
du miRNA.  
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III- Caractéristiques des MPs :   
1- Structure, origine et distribution: 
Les MPs présentent une taille de 0.1 à 1µm de diamètre renfermant une partie du cytoplasme 
cellulaire, des acides nucléiques et des résidus du cytosquelette. Elles sont entourées d’une 
bicouche phospholipidique associée à des protéines indiquant leur origine cellulaire, des 
récepteurs, des ligands, sélectines et intégrines. Les MPs portent aussi de la 
phosphatidylserine (PS) qui transforme le feuillet membranaire externe en surface 
d’assemblage des facteurs de la coagulation (Diamant et al., 2004; Rautou et al., 2011) 
(Figure 9). 
En théorie, toutes les cellules circulantes (tels que les lymphocytes (Soleti et al., 2009)) ou 
adhérentes (cellules endothéliales (Ou et al, 2011)) sont capables de produire des MPs. Dans 
le plasma du sang périphérique, on trouve des MPs d’origines cellulaires variées, 
principalement celles qui dérivent des plaquettes, lymphocytes, monocytes, neutrophiles et 
érythrocytes ainsi que des MPs dérivées des cellules endothéliales et cellules musculaires 
lisses. De plus, des MPs, issues d’autres types cellulaires tels que les cellules tumorales ou les 
cellules trophoblastiques ont été aussi identifiées. Les MPs ont également été retrouvées dans 
d’autres liquides biologiques tels que l’urine, le liquide céphalo-rachidien, la salive, le liquide 
articulaire et l’humeur vitrée (Al Nedawi et al., 2008; Castellana et al., 2009; Moulin et al., 
2010). 
2- Composition: 
Actuellement, il est bien connu que le nombre et la composition des MPs varient fortement 
selon l'origine cellulaire, et également, selon le stimulus impliqué dans leur formation (Figure 
10). Par exemple, les cellules endothéliales induites en apoptose en absence de sérum ou 
activées par le TNFα in vitro, libérent des MPs quantitativement et qualitativement distinctes 
(Jimenez et al., 2003). Ainsi, l'analyse protéomique a révélé que le spectre des protéines 
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trouvées dans les MPs générées in vitro dépend en partie du stimulus utilisé pour induire leur 
formation (Miguet et al., 2006). Dans notre laboratoire, nous avons montré que, des 
lymphocytes activés par de la phytohémagglutinine et du phorbol-myristate acétate, puis 
induits en apoptose par l’actinomycine D génèrent des MPs porteuses du morphogène Sonic 
Hedgehog (Shh), alors que les MPs générées à partir de lymphocytes apoptotiques ne portent 




Figure 10: Représentation schématique du panel de molécules et des effets portés par les 
MPs: «modèle de la MP endothéliale». D’après Estelle Balducci, 2012. APC, protéine C activée; 
eNOS, nitric oxide synthase endothéliale; EPCR, récepteur endothéliale de la protéine C; ICAM-1, molécule 
d’adhésion intercellulaire 1; MMP, métalloprotéase matricielle; PECAM-1, molécule d’adhésion 
plaquettes/endothélium 1; PS, phosphatidylsérine; FT, facteur tissulaire; TM, thrombomoduline; uPA, urokinase; 
uPAR, récepteur de l’urokinase; VCAM-1,  molécule d’adhésion des cellules vasculaires 1. 
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Les MPs portent ainsi des phospholipides, des protéines et des acides nucléiques:  
a. Phospholipides: 
Le contenu en phospholipides des MPs dépend fortement de la composition membranaire de 
la cellule d’origine. Il existe peu de données sur la composition lipidique des MPs. Les 
membranes des MPs issues de plasma des sujets sains sont riches en cholestérol et en 
phospholipides y compris la lysophosphatidylcholine, la phosphatidylcholine, la 
sphingomyéline, la lysophosphatidylsérine, la PS, la lysophosphatidyléthanolamine, la 
phosphatidyléthanolamine et le phosphatidylinositol (Weerheim et al., 2002). Les MPs 
peuvent être aussi riches en acide arachidonique. Cependant, aucune donnée n'est disponible 
sur l’altération du profil lipidique des MPs en fonction des pathologies.  
Le transfert de ces lipides permet de réguler plusieurs fonctions dans la cellule cible. Par 
exemple, les MPs dérivées des plaquettes augmentent l’expression du cyclooxygénase-2 
(COX-2) et la production des prostaglandines via le transfert de l’acide arachidonique et 
l’activation de la voie de signalisation MAPK/PKC au niveau des monocytes (U937 cells) 
(Barry et al., 1997; Barry et al., 1999). D’autre part, l'environnement lipidique peut modifier 
l'activité des protéines portées par les MPs. Il a été montré que l’enrichissement des 
monocytes humains avec du cholestérol conduit à l’augmentation de l’activité du facteur 
tissulaire (FT) porté par les MPs (Liu et al., 2007). 
 
b. Marqueurs de surface, protéines, et enzymes: 
En générale, la présence de glycoprotéines membranaires représentatives de la cellule 
parentale permet d’identifier l’origine cellulaire des MPs. A titre d’exemple, les MPs 
plaquettaires expriment la GpIb (CD42b), et la P-selectine (CD62P); les MPs érythrocytaires 
expriment la glycophorine A (CD235a) et les MPs leucocytaires expriment le CD45. 
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Les MPs sont porteuses aussi de diverses protéines telles que des facteurs de croissance, des 
cytokines, des enzymes métaboliques, des protéines du cytosquelette, des récepteurs, des 
protéines d’adhésion, des marqueurs de l’inflammation, des métalloprotéinases, des protéines 
de signalisation, etc. Par exemple, Mackenzie et al (2001) ont montré par des études in vitro 
que la stimulation des monocytes par du LPS induit la libération des MPs qui portent une 
forme active de l’IL-1β, une cytokine proinflammatoire. Une autre étude a montré que les 
MPs issues des cellules tumorales du gliome agressif  peuvent transférer  la forme tronquée du 
récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR) VIII, à des cellules saines exprimant 
un récepteur de type sauvage. Cela se traduit par la propagation de l'activité oncogènique, tels 
que la sur-activation des voies de signalisation par l’EGFR VIII, des changements dans 
l'expression des gènes cibles comme celui du « vascular endothelial growth factor » (VEGF) 
et la modulation des propriétés prolifératives des cellules réceptrices (Al-Nedawi et al., 2008). 
c. Acides nucléiques: 
Initialement, les MPs ont été considérées comme des vésicules qui ne contenaient pas 
d’acides nucléiques. Cependant, des études récentes ont identifié la présence de l'ADN, de 
l'ARN dans les MPs générées in vitro à partir des cellules Jurkat et les cellules HL-60, du 
miRNA et pré -miRNA dans les MPs issues des cellules mésenchymateuses humaines et les 
cellules souches embryonnaires (Deregibus et al., 2007; Reich et al., 2009; Yuan et al., 2009; 
Chen et al., 2010; Diehl et al., 2012). 
Des études ont montré que ce matériel génétique est bien fonctionnel. Ainsi, l'ARNm porté 
par les MPs des cellules souches permet la reprogrammation des progéniteurs 
hématopoïétiques et le miRNA des MPs des cellules progénitrices endothéliales active le 





IV- Mécanisme de production de MPs: 
Les MPs sont produites au cours de l’apoptose et suite à l'activation cellulaire par des 
agonistes solubles ou en réponse à un stress physicochimique. En fonction du type de 
stimulation à l’origine de leur formation, le mécanisme de production ainsi que la quantité de 
MP libérées peut varier (Jimenez et al., 2003; Martinez et al., 2006). En général, la formation 
des MPs est le résultat d'une interaction dynamique entre deux processus. D’une part, la 
redistribution des phospholipides membranaires et d’autre part, la réorganisation (dégradation 
et contraction) du cytosquelette cellulaire» (Figure 11). 
1- Redistribution des phospholipides membranaires:  
Le mécanisme de bourgeonnement des MPs fait intervenir une réorganisation des 
phospholipides membranaires. En effet, la membrane d’une cellule au repos est caractérisée 
par une asymétrie de répartition des phospholipides de la bicouche lipidique. Les 
phospholipides cationiques (phosphatidylcholine et sphingomyéline) sont localisés d’une 
façon prépondérante au niveau du feuillet externe de la membrane. A l’inverse, les 
phospholipides anioniques (phosphatidyléthanolamine et PS) sont concentrés au niveau du 
feuillet interne. Cette asymétrie de distribution des phospholipides membranaires est régulée 
par trois enzymes importantes: (i) une translocase responsable du transport de la PS et de la 
phosphatidyléthanolamine du feuillet externe vers le feuillet interne, contre leur gradient, (ii) 
une floppase  dépendante de l’ATP qui fonctionne en coopération avec la translocase et qui 
permet l’orientation différentielle des aminophospholipides, et (iii) une scramblase, qui peut 
rapidement déplacer les aminophospholipides entre les feuillets membranaires et ainsi annuler 
l’asymétrie membranaire. De nombreuses études ont montré que la libération des MPs est 
déclenchée par une augmentation de la concentration cytosolique du calcium (Pasquet et al., 
1996; Neri et al., 2012). L’augmentation du calcium intracellulaire aura comme effet la 
modification de l’équilibre d’enzymes membranaires qui contrôlent l’asymétrie de répartition 
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des phospholipides. Une concentration élevée en calcium régule positivement la scramblase et 
bloque la coopération entre la translocase et la floppase. Ceci conduit à une perte de 
l’asymétrie membranaire et l’externalisation de la PS, qui va déstabiliser la conformation de 
la bicouche lipidique et induire le bourgeonnement et la libération des MPs (Figure 11). 
2- La réorganisation du cytosquelette cellulaire: dégradation et contraction: 
L’augmentation du calcium intracellulaire provoque l’activation d’enzymes protéolytiques, 
telles que la calpaïne ou la gelsoline, responsables de la dégradation du cytosquelette 
cellulaire nécessaire à la libération des MPs (Miyoshi et al., 1996). Le bourgeonnement et la 
libération des MPs dans l’espace extracellulaire, nécessite une force de contraction générée 
par l’interaction actine-myosine du cytosquelette cellulaire. Ce processus est contrôlé par  
l'activation des kinases et l’inhibition des phosphatases. Il s’agit des Rho A GTPase, la kinase 
de la chaine légère de la myosine (MLCK), et des « Rho-associated coiled-coil protein kinase 
1 et 2 » (ROCK I et II) responsable de la réorganisation du cytosquelette (Kunzelmann et al., 
2004). Par exemple, au cours de l'apoptose, le bourgeonnement des MPs est associé à 
l’activation de la ROCK I  par la caspase-3. À son tour, ROCK I phosphoryle divers substrats 
dont la MLCK qui à son tour phosphoryle la chaine légère de la myosine permettant ainsi 
l’interaction actine-myosine, contraction du cytosquelette et bourgeonnement des MPs 
(Coleman et al., 2001; Sebbagh et al., 2001). Egalement, il a été mis en évidence que le flux 
calcique peut aussi activer les protéines tyrosine kinase et la voie ERK, aboutissant au final à 
la contraction du cytosquelette cellulaire et la libération des MPs (Heemskerk et al., 1997; 
Neri et al., 2012).  
Indépendamment du calcium, il existe d’autres mécanismes impliqués dans la formation des 
MPs. Ainsi, il a été démontré que les plaquettes non stimulées et qui présentent une activité 
minimale de la calpaïne sont capables de produire des MPs par un mécanisme impliquant une 
désorganisation du cytosquelette d’actine et un renouvellement de l’intégrine αIIbβ3. 
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En outre, il a été mis en évidence que l’activation de la protéine kinase A (PKA) joue un rôle 
dans la formation des MPs via un mécanisme impliquant l’activation de la calpaïne 
(Cauwenberghs et al., 2006; Yan et al., 2009). Enfin, un mécanisme intermédiaire, entre 
l’activation cellulaire et l’apoptose a été rapporté. En effet, en absence de mort cellulaire, la 
stimulation des cellules endothéliales avec de la thrombine conduit à la libération des MPs via 
l’activation de la voie Rho-A/ROCK II  et de la caspase-2 (Sapet et al., 2006) (Figure 11). 
 
V- Mécanisme d’interaction entre les MPs et les cellules cibles:  
Actuellement, quatre mécanismes de transfert d’information biologique entre les MPs et les 
cellules cibles ont été décrits: une interaction ligand-récepteur, un transfert de contenu des 
MPs, fusion et/ou internalisation des MPs dans les cellules cibles (Figure 11). 
a. Interaction ligand-récepteur: 
Les MPs pourraient interagir avec la cellule cible en activant un récepteur membranaire 
permettant ainsi l’activation de différentes voies de signalisation cellulaire. Dans notre 
laboratoire, nous avons montré que les MPs isolées à partir des patients souffrant de SM sont 
porteuses de Fas ligand responsable d’une hyporéactivité vasculaire via l’interaction avec son 
récepteur Fas localisé à la surface des cellules musculaires lisses (Agouni et al., 2011). En 
outre, certains types de MPs portent le morphogène Shh, en se liant à son récepteur localisé à 
la membrane des cellules endothéliales, induisent la production du NO, l’angiogenèse, et 
corrigent la dysfonction endothéliale lors d’une ischémie cardiaque (Agouni et al., 2007; 
Soleti et al., 2009; Benameur et al., 2010).  
b. Transfert des composants: 
Les MPs pourraient aussi transférer directement une partie de leur contenu à la cellule 
receveuse, conduisant à une modification phénotypique et la reprogrammation des fonctions 
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cellulaires. Ce transfert peut être facilité par les interactions transitoires entre les MPs et la 
cellule cible. Mack et al (2000) ont démontré que les MPs porteuses du CCR5, récepteur de 
chimiokine, peuvent transférer ce récepteur aux cellules mononuclées du sang périphérique et 
les rendre CCR5 positive. Ces chercheurs ont pu détecter par cytométrie en flux ce récepteur 
sur la surface des monocytes et des lymphocytes CCR5 négative après une co-incubation avec 
les MPs porteuses de CCR5. Le transfert du récepteur CCR5 par les MPs favoriserait la 
liaison et l’internalisation des particules virales du virus VIH, dévoilant ainsi un nouveau 
mécanisme d’infection tissulaire. De même, les MPs dérivées du gliome agressif  pourraient 
transférer une forme oncogénique tronquée du récepteur EGFR VIII, à des cellules tumorales 
exprimant un récepteur de type sauvage. Cela se traduit par la propagation de la tumeur et la 
modulation de ces propriétés prolifératives (Al-Nedawi et al., 2008). 
c. Fusion et internalisation: 
Enfin, les MPs peuvent fusionner ou être internalisées par la cellule cible. Il a été mis en 
évidence que la fusion des MPs dérivées des macrophages matures avec la membrane 
plasmique des monocytes permet leur différenciation en macrophages par un mécanisme qui 
fait intervenir le transfert du miR-223 porté par les MPs (Ismail et al., 2013). Ainsi, suite à 
une stimulation avec du LPS, les monocytes transfèrent le FT aux plaquettes activées à travers 
de la fusion des MPs (Breimo et Østerud., 2005). D’autre part, nous avons montré que 
l’internalisation des MPs générées in vitro à partir des lymphocytes T humains protège les 
cellules endothéliales contre l’apoptose, en partie, par une diminution des ROS cytosoliques 
et par le transfert des enzymes antioxydants tel que la catalase et la superoxyde dismutase 









Figure 11: Mécanismes de formation des MPs et modes d’interaction avec les cellules 
cibles. D’après Tual-Chalot et al, 2011. La formation des MPs est le résultat d’une désorganisation du 
cytosquelette et une perte de l’asymétrie membranaire suite à une activation cellulaire ou bien apoptose. Une fois 
produites, elles interagissent avec la cellule cible soit par une interaction ligand-récepteur, transfert d’un 
récepteur, fusion ou internalisation complète de la MP. P-MLCK, myosin light chain kinase phosphorylée; 



































VI- Rôle de MLCKnm dans la libération des MPs: 
Récemment, des études réalisées sur le syndrome des antiphospholipides ont permis de 
dévoiler le rôle de MLCKnm dans la libération des MPs endothéliales (Figure 12). 
 Le syndrome des antiphospholipides est caractérisé par  la présence chez les patients des 
anticorps dirigés contre la β2-glycoprotéine 1 (ß2GP1), protéine de liaison des phospholipides 
membranaires. Il a été montré que ces anticorps anti-ß2GP1 favorisent la thrombose en 
induisant la libération des MPs procoagulantes suite à un remodelage du cytosquelette 
cellulaire via l’activation de MLCKnm et une phosphorylation de la chaine légère de la 
myosine. En parallèle, une augmentation de l'expression par les cellules endothéliales des 
molécules d’adhésion telle que: E-sélectine, I-CAM  et V-CAM, ainsi que l’ARN messager 
du facteur tissulaire a été observée. Le traitement par le ML-7, inhibiteur pharmacologique de 
l’activité kinase de MLCKnm, diminue significativement la libération des MPs sans affecter 
l’expression des molécules d’adhésion par les cellules endothéliales (Betapudi et al., 2013). 
Ces résultats suggèrent que l'inhibition de l'activité de MLCKnm peut fournir une nouvelle 












Figure 12: Schéma montrant les mécanismes impliqués dans la physiopathologie du 
syndrome des antiphospholipides: rôle de MLCKnm dans la libération des MPs 
endothéliales. D’après Betapudi et al, 2013. anti-ß2GP1, anticorps anti β2-glycoprotéine 1; ML-7, inhibiteur 
de MLCKnm; Y-27632, inhibiteur de ROCK; Blebbistatine, inhibiteur du bourgeonnement cellulaire à haute 





Après interaction avec la cellule cible, les MPs peuvent moduler plusieurs fonctions 
cellulaires participant ainsi à l’homéostasie cardiovascualire (Ratajczak et al., 2006; 
Deregibus et al., 2007). 
VII- Rôle des MPs en physiologie et physiopathologie cardiovasculaire: 
Les MPs sont considérées comme des effecteurs cellulaires susceptibles de moduler de 
nombreuses fonctions biologiques. Leur rôle en physiologie et physiopathologie 
cardiovasculaire est fortement étudié.  
a. Rôle en physiologie cardiovasculaire: 
Les MPs sont détectables dans le sang des sujets sains. Elles peuvent participer à la 
coagulation sanguine et la réparation tissulaire. Par exemple, pendant le processus de 
coagulation, la fonction principale des plaquettes est l’assemblage des protéines de 
coagulation et la formation du réseau de fibrine dans le bouchon hémostatique (Tans et al., 
1991). Cependant, l'activité pro-coagulante des MPs plaquettaires est environ 50 - à 100 fois 
plus élevée que celle des plaquettes activées et cela est expliqué par la présence du PS, CD61, 
CD62P et le facteur X sur la membrane des MPs (Sinauridze et al., 2007). En ce qui concerne 
la réparation des tissus, les MPs peuvent participer au développement d'un réseau de 
vaisseaux sanguins au cours de processus de cicatrisation. En effet, les MPs porteuses de 
PPAR alpha favorisent la formation de nouveaux vaisseaux sanguins via la différentiation des 
progéniteurs endothéliaux (Benameur et al., 2010). Ensemble, ces données mettent en 







b. Rôle en physiopathologie cardiovasculaire: 
Des études ont montré que le phénotype et le taux des MPs circulantes sont altérés dans 
différents maladies à risque cardiovasculaire telles que le syndrome métabolique (SM), 
syndrome d’apnée hypopnée obstructive du sommeil (SAHOS), et l’hypertension artérielle 
pulmonaire (Agouni et al., 2008; Priou et al., 2010; Tual-Chalot et al., 2010). En effet, des 
niveaux élevés du nombre total ou du nombre de certains types de MPs ont été détectés au 
niveau des nombreuses maladies cardiovasculaires et ils sont souvent corrélés à la sévérité de 
la pathologie (Mallat et al., 2000; Boulanger et al., 2001; Sabatier et al., 2002; Nomura et al., 
2002; Meziani et al., 2006; Agouni et al., 2008). Par exemple, le nombre total ainsi que le 
niveau des MPs issues des plaquettes, érythrocytes et les cellules endothéliales est augmenté 
chez les personnes atteintes du SM par rapport aux sujets sains (Agouni et al., 2008). 
Cependant, les patients atteints du SAHOS présentent le même niveau de MPs circulantes que 
les sujets sains, mais le niveau des MPs granulocytaires (CD66b+) et dérivées des leucocytes 
activés (CD62L+) sont plus élevés chez les patients SAHOS. Toutefois, il existe une 
corrélation positive entre le nombre de MPs CD62L+ et la dysfonction endothéliale observée 
chez les patients SAHOS (Priou et al., 2010). Ces résultats augmentent l’intérêt de 
l’utilisation des MPs en tant que «biomarqueurs», facilement accessible via la circulation 
générale, dans le diagnostic et le pronostic des maladies cardiovasculaires.  
D’une autre part, les MPs sont désormais considérées comme «bioeffecteurs» dans les 
maladies cardiovasculaires. Au cours de l’athérogenèse, il a été mis en évidence que les MPs 
accélèrent la progression de la lésion vasculaire en favorisant une dysfonction endothéliale, 
une néovascularisation de la plaque et une augmentation de la thrombogénicité par un 
mécanisme implicant CD40 porté par les MPs (Leroyer et al., 2008). De plus, plusieurs 
groupes ont proposé que les MPs circulantes des patients atteints d'infarctus du myocarde, de 
diabète, de pré-éclampsie, de SM ou SAHOS induisent une dysfonction endothéliale par une 
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réduction de l'activité de NO synthase endothéliale et/ou par diminution de la biodisponibilité 
du NO (Boulanger et al., 2001; Vanwijk et al., 2002; Martin et al., 2004; Tesse et al., 2007; 
Priou et al., 2010), par une augmentation de la nitration des protéines endothéliales (Agouni et 
al., 2008) ainsi que le stress oxydatif (Helal et al., 2010). Enfin, les MPs peuvent participer à 
la régulation du tonus vasculaire en affectant la cellule endothéliale. En effet, dans diverses 
pathologies comme le diabète et l’hypertension artérielle, les MPs ont été impliquées dans 
l’induction d’une dysfonction endothéliale et/ou hypo-réactivité vasculaire en réponse à des 
agonistes (Sabatier et al., 2002; Colle et al., 2004; Martinez et al., 2005). Ensemble, ces 
données mettent en évidence les effets délétères des MPs sur le système cardiovasculaire, et 
en particulier sur les cellules endothéliales.  
Tout de même, les MPs peuvent avoir des effets bénéfiques. Ainsi, il a été mis en évidence 
que l’ischémie de la patte chez la souris augmente la production des MPs qui vont induire la 
différenciation des progéniteurs endothéliaux, et favoriser ainsi la revascularisation post-







Figure 13: Rôle des MPs en homéostasie et en physiopathologie cardiovasculaire. Les MPs 
peuvent participer à l’hémostase, la réparation tissulaire, l’angiogenèse et la différenciation des cellules souches. 
Les MPs sont considérées comme un bioeffecteurs à double effet (bénéfique ou délétère) dans les maladies 
cardiovasculaires. 
 
Concernant la physiopathologie du sepsis, le rôle des MPs est très largement discuté. 
 
VIII- Rôle des MPs dans l’évolution du sepis: 
 
Un niveau élevé de MPs circulantes, d’origine plaquettaire, granulocytaire et endothéliale a 
été identifié chez les patients atteints du choc septique (Nieuwland et al., 2000). Ces MPs 
exercent des effets pléiotropes et différentielles; elles peuvent être bénéfique dans le sepsis 
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Concernant les effets délétères, il a été mis en évidence que les MPs plaquettaires et 
granulocytaires participent à la thrombose microvasculaire chez les patients septiques. Ces 
MPs ont des effets pro-coagulants en augmentant la génération de la thrombine via un 
mécanisme dépendant du facteur tissulaire VIIa (Nieuwland et al., 2000). D’autre part, les 
MPs d’origines endothéliale activent  les leucocytes en favorisant l’adhésion à l’endothélium 
vasculaire et la migration vers le foyer inflammatoire (Ogura et al., 2004). Ainsi, les MPs 
dérivées des leucocytes activées peuvent jouer un rôle dans l’inflammation vasculaire en 
produisant une augmentation de l’expression des molécules d'adhésion sur l'endothélium, 
nécessaire à l’activation et le recrutement des cellules inflammatoires (Fujimi et al., 2002). 
Des études in vitro ont montré que les MPs de patients septiques induisent la production des 
espèces réactives d’oxygène (ERO) et l'apoptose des cellules endothéliales et cellules 
musculaires lisses via l’activation de la NADPH oxydase (Janiszewski et al., 2004; Gambim 
et al., 2007). Ainsi, l’injection des MPs isolées à partir des rats septiques dans des rats 
normaux, induit une augmentation de la production de l'anion superoxyde, l'activation de la 
voie NF-κB, et une expression accrue de la NOS inductible au niveau de la paroi vasculaire. 
Cette inflammation vasculaire favorise une dysfonction endothéliale suivie par un défaut de la 
perfusion tissulaire et une dysfonction d’organes (Mortaza et al., 2009) (Figure 14). Ces 
données montrent que les MPs participent à la physiopathologie du sepsis partant de 










Figure 14: Rôle des MPs dans le sepsis. D’après Reid et al., 2012. FT, facteur tissulaire; FVIIa, facteur 
tissulaire VIIa; TXA2, thromboxane A2; O2
-
, anion superoxyde; iNOS, NO synthase inductible. 
  
Inversement à ces observations, plusieurs études montrent que les MPs des patients septiques 
peuvent avoir des effets bénéfiques (Figure 14). De manière surprenante, nous avons montré 
que les MPs des patients septiques protègent contre l’hyporéactivité vasculaire induite par le 
LPS et  améliorent la sensibilité de la contraction en réponse à la sérotonine. Cet effet est 
associé à l’augmentation de la production d’un agent vasoconstricteur qui est la thromboxane 
A2 (TXA2) (Mostefai et al., 2008). Ce mécanisme est important au début de la phase du choc 
septique en compensant l’hyporéactivité vasculaire associé à l’hypotension (Laher et al., 
2011). De plus, il a été montré que les MPs d’origine endothéliale réduisent la coagulation, 
l’apoptose et la perméabilité endothéliale (Pérez-Casal et al., 2005). Ces MPs portent 
l’activateur de la protéine C (APC) un inhibiteur physiologique de la coagulation (Pérez-Casal 























receptor-1 (PAR-1) exprimé à la surface des cellules endothéliales entraine des effets 
anticoagulants, anti-inflammatoires et cytoprotecteurs (Pérez-Casal et al., 2011). Ces résultats 
montrent que des niveaux élevés de MPs dans le sepsis précoce peuvent protéger contre la 
réponse inflammatoire systémique. En effet, l’implication des MPs dans la modulation du 
statut inflammatoire est clairement établie. Les MPs peuvent avoir des effets pro et/ou anti 
inflammatoires. 
IX- MPs comme modulateurs de la réponse inflammatoire: 
a- Effets pro-inflammatoires: 
Les MPs circulantes sont considérées comme des nouveaux acteurs au niveau de 
l’inflammation vasculaire observée dans plusieurs pathologies cardiovasculaires, y compris 
l'infarctus aigu du myocarde, le diabète, l’athérosclérose, la pré-éclampsie, l’hypertension et 
le SM. Ainsi, nous avons montré récemment que, chez la souris, l’injection des MPs des 
patients souffrant du SM augmente la sécrétion de MCP-1 (chimiokine des cellules 
inflammatoires) au niveau de l'aorte et ceci est associé à une hyporéactivité vasculaire 
(Agouni et al., 2011). Cet effet a été supprimé après la neutralisation du ligand 
proinflammatoire Fas porté par les MPs, indiquant l'importance de cette voie de signalisation 
dans l'inflammation induite par les MPs.   
Il a été mis en évidence que les MPs circulantes des patients atteintes du SAHOS ou de pré-
éclampsie augmentent l'expression du COX-2 pro-inflammatoire dans les cellules 
endothéliales humaines (Priou et al., 2010) et dans l’aorte de souris (Meziani et al., 2006). 
Dans l’athérosclérose, il a été montré que les MPs favorisent la réponse inflammatoire 
nécessaire à la progression de la plaque d'athérome. En effet, les MPs augmentent 
l’expression des molécules d’adhésion telle qu’ICAM-1 sur les cellules endothéliales et 
recrutent les cellules inflammatoires à savoir les monocytes sans que le niveau d'IL-6, IL-8, 
MCP-1 ne soit affecté (Rautou et al., 2011). De plus, l'équipe de Weber a largement étudié le 
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rôle des MPs générées à partir des plaquettes au cours de l’athérosclérose. Ils ont montré que 
ces MPs entrainent l’activation de l’endothélium par un transfert du chimiokine (RANTES) 
en favorisant ainsi le recrutement des monocytes dans la plaque d’athérome (Mause et al., 
2005). 
Enfin, Mesri et Altieri (1998, 1999), ont montré que les MPs dérivées des neutrophiles sont 
des stimulateurs efficaces  de production des cytokines proinflammatoires telles que l’IL-6, 
IL-8, MCP-1 par les cellules endothéliales humaines. Dans le système monocyte/macrophage 
humain, les MPs dérivées des monocytes exercent une activation autocrine sur d’autres 
monocytes, en induisant l'activation du facteur de transcription NF-kB, la production de 
l'anion superoxyde et des cytokines pro-inflammatoires (Bardelli et al., 2012).  
b- Effets anti-inflammatoires: 
Enfin, certains types de MPs possèdent des effets anti-inflammatoires et jouent un rôle 
important au cours de la résolution de l'inflammation. Les polynucléaires neutrophiles 
humains produisent des MPs qui sont capables de réduire la réponse inflammatoire médiée 
par les macrophages en réponse au LPS. Ces effets anti-inflammatoires pourraient être médiés 
par l’annexine A1 puisque les MPs dérivées des neutrophiles déficientes en annexine A1 
n’ont pas d’effet (Dalli et al., 2008). Ces résultats suggèrent que dès le premier stade de 
l’inflammation, les MPs fournissent un environnement anti- inflammatoire nécessaire à sa 
résolution (Gasser et Schifferli., 2004).  
D’autres auteurs ont montré que les MPs libérées par les cellules endothéliales de la veine 
ombilicale humaine en apoptose peuvent limiter le développement de l’athérosclérose. En 
effet, ces MPs expriment abondamment le miRNA-126, responsable de l’augmentation de la 
production de la chimiokine CXCL-12, ce qui permet le recrutement des cellules 
progénitrices, nécessaire à la réparation tissulaire et le maintien de la stabilité de la plaque 




Les MPs représentent actuellement une partie intégrante de la physiologie et la 
physiopathologie des maladies cardiovasculaires ouvrant ainsi un nouveau domaine de 
recherche. Durant le sepsis, les MPs portentt un message bénéfique afin de protéger contre 
l’hyporéactivité vasculaire pendant la phase précoce du choc septique (Mostefai et al., 2008). 
Pendant la phase tardive de la maladie, les MPs portent un message délétère prothrombotique 
et pro-inflammatoire qui participe à la défaillance d’organe. 
Dans ce contexte, l’objectif de ce travail de thèse est de générer des MPs avec plus d’effets 
bénéfiques que délétaires dans le sepsis et cela dans l’optique d’utiliser ces MPs comme une 
nouvelle stratégie de lutte contre l'inflammation excessive rencontrée dans le choc septique et 










































L’objectif général de ce travail de thèse était de déterminer d’une part le rôle de l’isoforme 
MLCKnm dans le mécanisme de libération et de bourgeonnement des MPs circulantes, et 
d’autre part, d’évaluer les conséquences de la délétion de MLCKnm sur les effets des MPs sur 
les cellules cibles.  
Lors des affections inflammatoires, l'activation des cellules entraîne la libération de MPs, 
pouvant agir comme des vecteurs d'informations biologiques entre les cellules. Durant le 
sepsis, les MPs peuvent avoir des effets bénéfiques et/ou délétères. De ce fait, nous nous nous 
sommes intéressés à chercher une nouvelle stratégie pour orienter le message biologique porté 
par les MPs vers le sens bénéfique. 
De nombreuse données dans la littérature décrivent qu’une délétion totale de MLCKnm est 
protectrice contre l’inflammation systémique dans plusieurs modèles expérimentaux chez la 
souris. Il a été montré que les souris Knock-out (KO) MLCKnm traitées par du LPS 
présentent une amélioration de la courbe de survie par rapport aux souris sauvages suite à une 
résistance à l’inflammation vasculaire par une diminution de l’hyperperméabilité endothéliale, 
d’infiltration cellulaire et de la signalisation inflammatoire (Ralay Ranaivo et al., 2007).  
Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés à évaluer en première partie de ce travail les 
conséquences de la délétion de MLCKnm sur le taux circulant, l’origine cellulaire, les 
propriétés physiques des MPs ainsi que le nombre des cellules circulantes. En deuxième 
partie, nous nous sommes consacrés à l’étude des effets des MPs issues de souris sauvages et 



































Etude du rôle de l’isoforme non musculaire de la kinase de la chaine légère de la 




Non-muscle myosin light chain kinase is critical for microvesicle-induced inflammation by 
endotoxin. 





















Introduction et but de l’étude 
 
Le sepsis est défini comme la réponse inflammatoire systémique à l’infection. Il est représenté 
par un état infectieux grave associant une thrombose microvasculaire, une hyporéactivité 
vasculaire et une dysfonction endothéliale entrainant une défaillance d’organes (Annane et al., 
2005). Récemment, plusieurs études se sont intéressées à MLCKnm comme une nouvelle 
cible thérapeutique pour réduire l’inflammation vasculaire. Lors du choc endotoxique, Ralay 
Ranaivo et al (2007) ont montré que la délétion de MLCKnm améliore la survie des souris, 
protège contre l’hyporéactivité vasculaire, réduit l’activation de la voie NF-κB, ainsi que le 
stress oxydant et nitrosant, suggérant un rôle protecteur de la délétion de MLCKnm. De ce 
fait, MLCKnm représente une cible moléculaire potentielle dans les pathologies 
inflammatoires. 
Dance ce contexte, le but de cette étude est : 
1) D'évaluer l'effet de la délétion de MLCKnm sur le taux circulant, l’origine cellulaire, les 
propriétés physiques des MPs circulantes (vecteur de transfert d’information biologique entre 
les cellules) ainsi que le nombre des cellules circulantes productrices des MPs. 
2) D’évaluer les conséquences de la délétion de MLCKnm sur les effets des MPs circulantes 
sur les cellules cibles. On analysant l’effet des MPs dérivées des souris déficientes en 
MLCKnm, sur l'inflammation vasculaire et la dysfonction endothéliale dans des conditions 



























1- Souris knock-out MLCKnm (KO MLCKnm):  
Notre travail a été réalisé sur des souris mâles C57BL/6 agées de 8 semaines, présentant un 
phénotype sauvage MLCKnm+/+ ou une délétion totale de MLCKnm (MLCKnm-/-) générée 
par une technique de ciblage sélectif de l’exon d’intérêt (Wainwright et al., 2003).Toutes les 
procédures de soins et de traitement des animaux ont été réalisées conformément aux 
protocoles institutionnels approuvés par le Comité Français de Protection des Animaux et en 
conformité avec la réglementation européenne (CEEA.PdL2012.94).  
La délétion totale chez la souris de MLCKnm n'affecte pas les paramètres cardiovasculaires, à 
savoir la pression artérielle, la fréquence cardiaque, la taille de la cavité cardiaque, la 
contractilité, et l’électrocardiogramme (ECG). En revanche, MLCKnm joue un rôle dans la 
libération des facteurs endothéliaux en réponse au flux dans les artères de résistance sans 
affecter la réponse aux agents vasoconstricteurs ou vasodilatateurs dans les vaisseaux de 
conductances tels que l’aorte. Ces résultats sont interprétés par l’existence d’un mécanisme 
compensateur qui masque les effets de la délétion de cette kinase (Ohlmann et al., 2005). 
Wainwright et al (2003) ont montré que les souris knock-out pour MLCKnm, sont moins 
sensibles aux lésions pulmonaires aiguës induites par l’endotoxine et elles présentent une 
amélioration au niveau de la courbe de survie, suggérant un effet protecteur de la délétion de 
MLCKnm. Récemment, nous avons montré que la délétion de MLCKnm améliore la survie 
des souris après une injection intrapéritonéale du LPS (choc septique) ou une ligature du 
cæcum (inflammation systémique). L’hyporéactivité vasculaire induite par le LPS aux agents 
vasoconstricteurs a été complètement prévenue dans l'aorte des souris KO MLCKnm. Le 
mécanisme cellulaire à l’origine de ces effets est associé à une diminution de l’inflammation 
vasculaire par une réduction de l'expression de NF-kB, du stress nitrosant (iNOS) et oxydant 
(O2
-
). En outre, dans les organes des souris KO MLCKnm il est observé une chute de la 
production de NO induite par le LPS ce, qui a été corrélée avec une diminution de 
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l’expression de l’iNOS (Ralay Ranaivo et al., 2007). Ces résultats ouvrent des nouvelles 
perspectives dans le domaine thérapeutique afin de concevoir des nouvelles stratégies de lutte 
contre les maladies inflammatoires, sur la base de l'inhibition pharmacologique de MLCKnm. 
Ce modèle animal de souris MLCKnm-/- fournit une vision globale de la fonction de 
MLCKnm dans la physiopathologie des maladies inflammatoires et représente la base de  
plusieurs études scientifiques focalisant à développer un nouvel outil thérapeutique pour lutter 
contre l’inflammation systémique.  
2- Cellules primaires: cellules endothéliales d’aorte de souris  
Les cellules utilisées étaient des cellules endothéliales d’aorte thoracique de souris 
MLCKnm+/+ et MLCKnm-/-. La méthode d’extraction à été adaptée à partir du protocole de 
Kobayashi et al. (2005). Brièvement, après anesthésie de la souris à l’isoflurane, une incision 
thoracique était pratiquée afin d’exposer le cœur et les poumons. L’aorte thoracique était alors 
isolée et immergée dans une solution de «dulbecco's modified eagle's medium» (DMEM, 
Lonza, Walkersville, Etats-Unis) contenant 20 % de sérum de veau foetal (SVF, Lonza). Une 
canule de 24 gauges était alors insérée et attachée au niveau proximal de l’aorte afin de 
permettre le lavage de la lumière avec du DMEM. Le niveau distal était alors ligaturé et une 
solution de collagénase de type II (Sigma, Saint Quentin Fallavier, France) à 2 mg/ml était 
perfusée. Après 45 minutes d’incubation à 37°C, les cellules endothéliales étaient décollées 
avec une solution de DMEM 20% SVF. Ensuite, elles étaient récupérées par une 
centrifugation (1.200 g, 5 minutes) et le culot resuspendu dans une solution de DMEM 20 % 
SVF. 
Les cellules étaient cultivées par la suite dans un puits de 9,6 cm
2
 (Corning Incorporated, 
New-York, Etats-Unis), et après 2 heures d’incubation à 37°C, le milieu était remplacé par le 
milieu de culture «endothelial basal cell medium-2» 5 % SVF (EBM-2, Lonza). Le milieu de 
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culture a été changé tous les deux jours. Une fois à confluence, les cellules étaient repiquées 
dans une flask de 25 cm
2
 pour les amplifier jusqu’au 2ème passage. 
La complexité de la méthode d’extraction, sa faible rentabilitée ainsi que la longue durée de la 
culture cellulaire (3 semaine pour que les cellules arrivent à confluence), représentent les 















































Non-muscle myosin light chain kinase in critical for microvesicle-induced 
inflammation by endotoxin 
 
 
Abderahim Gaceb, Luisa Vergori, M. Carmen Martinez, Ramaroson Andriantsitohaina
 
 
From INSERM U1063, Université d’Angers, Angers, F-49100 France 
 
Correspondence and requests for reprints should be addressed to Dr. Ramaroson 
Andriantsitohaina, INSERM U1063, IBS, 4 rue Larrey, Angers, F-49933 France. Phone: +33 
2 44 68 85 80; Fax: +33 2 44 68 85 85; e-mail: ramaroson.andriantsitohaina@univ-angers.fr 
 
Word count: 3466 
Number of figures: 7 
Number of references: 27 
Authorship Contributions 
Acquisition of data: AG; Analysis and interpretation of data: AG, CM, RA; Drafting of the 
manuscript: AG, CM, RA; Study concept and design: CM, RA. 
Descriptor number: 7.08 (Inflammation: Cell-Cell Interactions) 
Sources of support: This work is partially supported by the Région Pays de la Loire 
(CIMATH-2 project), Agence Nationale de la Recherche (ANR-12-BSV1-0024-01), 
INSERM and Université d’Angers. 
Running title: Microvesicles and nmMLCK 
75 
 
At a Glance Commentary: 
Scientific Knowledge on the Subject: Sepsis is a potentially life-threatening complication of 
an infection leading to inflammatory responses throughout the body. The current treatment of 
sepsis has been largely ineffective; therefore there is a significant need to develop a new 
strategy to fight effectively against the inflammation. Actually, we know that activation of 
cells leads to release microvesicles (MVs), small membrane vesicles which transport proteins 
and other mediators from the cell of origin to its destination. The aim of our study is to 
produce MVs with high anti-inflammatory properties, as new treatment to fight against 
inflammation in sepsis.  
What This Study Adds to the Field: Our results provide the corner stone for using of anti-
inflammatory MVs generated by deletion of non-muscle myosin light chain kinase 
(nmMLCK), new inflammatory protein, to reduce effectively systemic inflammation and 
tissue damage in sepsis and other inflammatory diseases. The strategy of gene deletion in the 
aim to generate beneficial MVs represents a new and promising alternative way to find new 














Rationale: Microvesicles (MVs), small membrane vesicles released from cells, have 
beneficial and/or deleterious effects in sepsis. We previously reported that non-muscle myosin 
light chain kinase (nmMLCK) deletion protects mice against endotoxic shock by reducing 
inflammation.  
Objectives:  To generate beneficial MVs with high anti-inflammatory properties. 
Methods: We evaluated the consequences of nmMLCK deletion on MVs phenotypes and 
their effects on mouse aortic endothelial cells in association with vascular inflammation and 
endothelial dysfunction during endotoxinic shock induced by lipopolysaccharide. 
Measurements and Main Results: nmMLCK deletion increased circulating levels of MVs. 
In nmMLCK
-/-
 mice, platelet count was increased but the platelet ability to release MVs was 
reduced, and both leukocyte-derived MVs and leukocyte count were reduced. Endothelium-









). In presence of 
lipopolysaccharide, MVs
nmMLCK+/+
 increased pro-inflammatory cytokine release by mouse 
aortic endothelial cells whereas MVs
nmMLCK-/-
 enhanced anti-inflammatory secretome. 
Injection of MVs
nmMLCK-/-
, but not MVs
nmMLCK+/+
, prevented the increase of oxidative and 
nitrative stresses and reduced endothelial dysfunction in aorta from lipopolysaccharide-treated 
mice.  
Conclusions: Altogether, nmMLCK plays an important role in cellular activation and release 
of circulating MVs. Moreover, nmMLCK deletion generates MVs with low inflammatory 
properties and high protective effects. 
Abstract word count: 203 




Sepsis is defined as a clinical syndrome characterized by a systemic inflammatory response to 
infection. In sepsis, activation of the coagulation system and up-regulation of inflammatory 
responses, lead to microvascular thrombosis, vascular hyporeactivity, and endothelial 
dysfunction resulting in multiple organ dysfunction (1, 2). Treatment of sepsis is still a 
clinical challenge in cardiovascular medicine. Actually, a new protein target has been found to 
protect against endotoxic shock in different experimental models of sepsis (3). This protein, 
the non-muscle myosin light chain kinase (nmMLCK), belongs to a family of protein kinases 
whose main function is to phosphorylate the 20 kDa regulatory myosin light chain (MLC-2) 
at Ser-19 for ATPase driven actin-myosin contraction. nmMLCK is expressed in endothelial 
cells, epithelium, platelets and neutrophils (4, 5). Previously, we showed that nmMLCK 
knockout mice have lower susceptibility to septic injury and these mice present an improving 
of survival curve, protection against vascular hyporeactivity, as well as nitrative and oxidative 
stress associated to endotoxic shock, suggesting a protective role of nmMLCK deletion (3). 
Systemic inflammation is orchestrated by interactions between inflammatory cells and target 
cells by various means of cellular communication such as microvesicles (MVs). MVs 
represent a circulating reservoir of bioactive molecules displaying multiple functions 
(coagulation, fibrinolysis, inflammation, and angiogenesis) which are able to carry biological 
information. Enhanced levels of circulating MVs from platelets, granulocytes, and endothelial 
cells have been described in patients with meningococcal septicemia, and septic shock (6-8). 
MVs from septic shock patients exert pleiotropic and differential effects. Indeed, platelet- and 
leukocyte-derived MVs have procoagulant effects with thrombin generation occurring via a 
tissue factor VIIa-dependent pathway; this may account to microvascular thrombosis in septic 
patients (6). Conversely, we have demonstrated that MVs have a protective effect at the early 




The aim of this study was to evaluate the effect of the deletion of nmMLCK on circulating 
MVs according to their cellular origin, and their physical properties. In addition, we 
investigated the actions of MVs from wild type mice (MVs
nmMLCK+/+
) and from nmMLCK 
deficient mice (MVs
nmMLCK-/-
) in regulating secretome responses of endothelial cells during 
endotoxic shock. Administration of MVs
nmMLCK-/-
 in mice activated pro-resolving pathways 
by significant reduction of pro-inflammatory secretome and improvement of endothelial 
function. 
 
MATERIALS AND METHODS 
Animals 
This study was performed in male C57BL/6 8 week-old nmMLCK
+/+
 (Wild type) and 
nmMLCK
-/- 
(knockout) mice generated as previously described (9).  
Circulating MP isolation 
Circulating MPs were isolated from peripheral blood by successive centrifugations. MPs were 
suspended in 0.9% NaCl saline salt solution and stored at 4°C until subsequent use. The 
physiological circulating concentration of MPs was used in all experiments. The physiological 
circulating concentration of mouse MVs was used for in vitro and in vivo studies, whereas the 
control conditions correspond to treatment by 0.9% NaCl.  
Characterization of MP phenotype and size 
MP subpopulations were discriminated according to the expression of membrane specific 
antigens by flow cytometer. The size of circulating MPs was performed by Malvern Zetasizer 
(Malvern instruments, Worcestershire, England). 
Counting of circulating cells 
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Blood cell count was performed by using an automated cell count analyzer (Beckmann 
Coulter). The number of progenitor cells was evaluated by double labelling of circulating 
cells by CD133 and Sca1 markers in a flow cytometer.  
Platelet budding in response to thrombin in vitro 
Platelets from mice were isolated from peripheral blood by successive centrifugations. 
Isolated platelets were activated by thrombin at 0.1 U/ml for 10 minutes at 37°C in presence 
of 0.05M of CaCl2. Platelet-derived MPs were prepared by successive centrifugations and 
counted by flow cytometer, as described above.  
Isolation of aortic endothelial cells 
Primary endothelial cells were isolated from mouse aortic (AoECs). The extraction method 
was adapted from the protocol of Kobayashi and colleagues (1994) (10, 11).  
Cytokine production 
Cytokine production was evaluated by Ray Bio Mouse Cytokine Antibody Array 3 kit. 
Production of IL-6 and MCP-1 was evaluated by mouse ELISA (Ray Biotech, Atlanta, GA).  
Endothelium function  
Endothelium-dependent relaxation in response to acetylcholine was assessed by myography. 
Data analysis 
Data were analyzed using GrapPad Prism Software (GrapPad Software, San Diego, CA). Data 
are expressed as mean ± SEM, and n represents the number of mice. For experiment, 
statistical analyses were performed with nonparametric Mann-Whitney tests or two-way 
analysis of variance (ANOVA) for repeated measures and subsequent Bonferroni post hoc 
tests. P<0.05 was considered to be statistically significant. 






Deletion of nmMLCK increases the size of circulating MVs 
Both MVs taken from wild type mice (MVs
nmMLCK+/+
) and MVs taken from nmMLCK 
deficient mice (MVs
nmMLCK-/-
) had a size between 100-800 nm which corresponds to the 
interval used in the definition of MVs (Figure 1A). Furthermore, MVs
nmMLCK-/-
 displayed a 
significant increase (1.5-fold) of the average size compared to MVs
nmMLCK+/+
. Moreover, the 
analysis of the surface charge of MVs showed a decrease of the negative charge in 
MVs
nmMLCK-/-
 compared with MVs
nmMLCK+/+
 (Figure E1A). These results suggest that 
nmMLCK is involved in the physical characteristics associated with the formation of 
circulating MVs. 
Deletion of nmMLCK modifies levels and phenotypes of circulating MVs 
Deletion of nmMLCK increased the number of total circulating MVs (Figure 1B). 
Phenotypical characterization of cellular origin of MVs showed that circulating levels of MVs 




) and platelets (CD61
+
) were similar in 
both strains of mice. We observed a significant decrease of levels of leukocyte (CD45
+
) MVs 
(1.5-fold) and macrophage (F4/80
+
) MVs (1.7-fold) as well as a significant increase in 




 mice compared to nmMLCK
+/+
 mice (Figure 




) were increased in nmMLCK
-/-
 
mice. These results show that nmMLCK deletion differentially affects the production of MVs 





























Figure 1: Deletion of nmMLCK increases size, and modifies phenotype of circulating 
MVs. (A). Representative traces and mean of diameter in nm of the size distribution of MVs from nmMLK+/+ 
(line) and nmMLK
-/-
 mice (dots) evaluated with Malvern Zetasizer. Data represent the mean ± SEM (n=8-15) 
*p<0.05. (B). Circulating MVs collected from blood circulation were incubated with antibodies to discriminate 



























































































































































MV subpopulations according to the expression of membrane specific antigens by flow cytometer (see Materials 






















 mice. Values are expressed as 
events per µl and the data represent the mean ±SEM (n=16-21) *p<0.05.  
 
Deletion of nmMLCK affects the number of circulating blood cells 
nmMLCK
-/-
 mice displayed a significant decrease in the number of total leukocytes (~40%), 
especially, monocytes (~50%), and lymphocytes (~60%), which may explain the decreased 





) remains unchanged. Surprisingly, although no change in 
the number of platelet-derived MVs was observed (Figure 1B), platelet count was 
significantly increased in nmMLCK
-/-
 mice. These results suggest failed activation and/or 
budding of platelets in nmMLCK
-/-
 mice. 
Deletion of nmMLCK reduces budding of platelets in response to thrombin  
To confirm the hypothesis of decreasing ability of nmMLCK
-/-
 mice platelets to release MVs, 
in vitro platelet-derived MVs released by thrombin activation were counted. In the absence of 




 mice released similar 
number of MVs; however, in response to thrombin, platelets from nmMLCK
+/+
 mice 
displayed increased MV release, whereas platelets from nmMLCK
-/-
 mice were insensitive to 
thrombin (Figure 2B). Changes in intracellular calcium concentration on platelets after 
thrombin stimulation was evaluated (Figure E1B). Deletion of nmMLCK did not affect basal 
cytosolic calcium on platelets neither increases of intracellular calcium concentration by 
thrombin. Altogether, nmMLCK deletion may affect downstream of calcium signalling in the 








Figure 2: Deletion of nmMLCK affects the number of circulating blood cells and 
reduces budding of platelet in response to thrombin. (A). Counting of circulating blood cells 
(leukocytes, lymphocytes, monocytes, and platelets) was evaluated by an automated cell count analyzer 
(Beckmann Coulter). Progenitor cells were determined by incubating of peripheral blood mononuclear cells with 
anti-CD133 and Sca1 antibodies and analyzed in a flow cytometer. Data represent the mean ± SEM (n=9-25) 
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MVs were prepared by successive centrifugations and then counted by flow cytometry. Values are expressed as 
events per µl per 10
6
 platelets and the data represent the mean ±SEM (n=13) *p<0.05. 
Deletion of nmMLCK modulates the effects of MVs on the secretome of mouse AoECs 
No significant differences on the cytokine content are observed between both types of MVs 
(Figure E2A and E2B). Next, we analysed by antibody array screening the effect of the 
deletion of nmMLCK on the effect of MVs to stimulate inflammatory cytokines on mouse 
AoECs (Figure E2C). Treatment with MVs
nmMLCK+/+
 induced a significant production of IL-6, 
small glycoprotein cytokine like (KC), LPS-induced CXC chemokine (LIX), monocyte 
chemoattractant protein-1 (MCP-1), and macrophage inflammatory protein-1 gamma (MIP1-
γ). In contrast, MVsnmMLCK-/- only enhanced the production of MCP-1 (Figure 3A). Moreover, 





, significantly increased IL-6 production by mouse AoECs. It should be 
noted that MVs
nmMLCK-/-
 were able to induce the production of MCP-1 but this release was 
significantly lower than that produced by MVs
nmMLCK+/+
 treatment (Figure 3B). Thus, 
MVs
nmMLCK-/-




Role of nmMLCK on the tyrosine nitration induced by MVs on AoECs 
Treatment with MVs
nmMLCK+/+
 was accompanied by significant increase in nitrative stress 
(nitrite/nitrate production and nitration of proteins) in the AoECs (Figure 3C and E3). No 
significant changes on nitrative stress were observed in AoECs after treatment by 
MVs
nmMLCK-/-
. These results suggest that nmMLCK is involved in the effect of MVs to cause 





























Figure 3: Deletion of nmMLCK modulates the effects of MVs on the secretome and 
protein nitration of mouse AoECs. Primary endothelial cells isolated from mouse aorta (AoECs) of 
nmMLCK
+/+




. Cytokine production was 
evaluated by Ray Bio Mouse Cytokine Antibody Array 3 kit (see supplemental Figure E2A and E2C and 
Materials and Methods for more details). (A). Histograms show the cytokine ratio between either MVs
nmMLCK+/+
-
treated versus non-treated cells or MVs
nmMLCK-/-
-treated versus non-treated cells. Black line represents no change 
in cytokine production between treatments. Results are expressed as a percentage of relative intensity of spots 
A





































































































(%). Data represent the mean of three experiments (n=3) *p<0.05 versus MVs
nmMLCK+/+
/Ctrl. (B). Quantification 





 (nitrite/nitrate) from the supernatant of AoECs previously treated by MVs, using 
Griess assay (left histogram). The protein nitration in AoECs was evaluated by Western blotting using antibody 
raised against nitrotyrosine-modified proteins and then, immunoblots were quantified by densitometric analysis 
(right histogram). Data are representative of three separate blots, and the densitometry values are expressed in 
arbitrary units (A.U) as mean ± SEM. *p<0.05. 
 
Internalization of MVs by AoECs  





 were labeled with PKH67 to analyze their internalization in target cells 
(AoECs) (Figure E4A). After 24 hours of incubation, both types of MVs labeled with PKH67 
were internalized by AoECs (Fig. E4B).  
Role of nmMLCK on ex vivo pro-inflammatory effects of MVs 
Incubation of mouse aorta rings with MVs
nmMLCK+/+
 significantly increased dihydroethidine 
(DHE) labelling, indicating an increase on O2
-
 production, and expression of inducible nitric 
oxide synthase (iNOS) without modifying nitrotyrosine levels compared with the non-treated 
aorta (Figure 4A-D). However, when aorta rings were treated with MVs
nmMLCK-/-
, no 
significant changes in inflammatory markers (DHE, iNOS), and a decrease of nitrotyrosine 
were observed. Altogether, these results strongly suggest that deletion of nmMLCK reduces 
pro-inflammatory properties of MVs. 
Role of nmMLCK on in vivo pro-inflammatory effects of MVs: pathophysiological 
relevance of MVs 
Similar to LPS treatment, injection of mice with MVs
nmMLCK+/+
 significantly increased DHE 
labelling, iNOS and F4/80 expressions (reflecting macrophage infiltration) in the aorta. 
However, MVs
nmMLCK-/-
, as described above for ex vivo treatment, did not modify 
inflammatory markers (Figure 4E-H). 
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LPS treatment of nmMLCK
-/-
 mice did not change in O2
-
 production compared to the 
nmMLCK
+/+
 mice, whereas the deletion of nmMLCK partially protected against changes on 
MV levels, iNOS expression and macrophage infiltration (Figure E5). Thus, nmMLCK is 











































































































































































































































Figure 4: nmMLCK deletion reduces pro-inflammatory effects and prevents endothelial 
dysfunction of MVs ex vivo (A-D) and in vivo (E-I). (A). Confocal image staining of superoxide 
anion production by dihydroethidine (DHE) (red), nitric oxide synthase (iNOS) (green), and nitrotyrosine 




. Aorta was imaged using confocal microscope. (B-D). Histograms show fluorescence intensity 
(A.U), of aorta DHE staining (B), iNOS (C) and nitrotyrosine (D), assessed by Image J. Background 
fluorescence intensity was subtracted using unstained aortas. Data represent the mean ±SEM (n=3) *p<0.05.  
(E). Confocal image staining of DHE (red), iNOS expression (green), and macrophage infiltration (F4/80 green) 





for 24 hours or intraperitonealy with LPS (40mg/Kg) for 4 hours. Aorta was imaged using confocal microscope. 
(F-H). Histograms show fluorescence intensity (A.U) of aorta DHE staining (F), iNOS (G) and F4/80 (H), 
assessed by Image J. Data expressed by fluorescence intensity (A.U) and represent the mean ±SEM (n=3) 
*p<0.05, **p<0.01. (I). Endothelium-dependent relaxation induced by acetylcholine (Ach) was evaluated by 
myography on aortic rings from nmMLCK
+/+





 at their circulating concentration. The relaxation was expressed as a 
percentage of precontraction level. Statistical analyses were performed using two-way ANOVA test. Data 
represent the mean of three experiments * p<0.05. 
 
Endothelial dysfunction induced by MVs involves nmMLCK 
Aortic rings from nmMLCK
+/+
 mice relaxed in response to acetylcholine up to a maximum of 
relaxation at 10 µM (60% of relaxation) (Figure 4I). Treatment with MVs
nmMLCK+/+
 induced 
significantly reduction of the maximal of relaxation (30% of relaxation) which traduces 
endothelial dysfunction. However, MVs
nmMLCK-/-
 did not affect the relaxation induced by 
acetylcholine. Thus, nmMLCK is involved in the endothelial dysfunction triggered by MVs.  
MVs
nmMLCK-/-
 protect against the effects of LPS by increasing anti-inflammatory and 
reducing pro-inflammatory secretome in AoECs 
LPS treatment significantly increased the production by AoECs of several inflammatory 
cytokines and chemokines analysed by array (Figure E6). In the presence of LPS, 
MVs
nmMLCK+/+
 increased the production of pro-inflammatory cytokines such as CD40, IL-1β, 
tumor necrosis factor alpha (TNFα), stromal cell-derived factor 1 alpha (SDF-1α) and IL-
12P70 active form of IL-12 cytokine (observed also by decreased ratio IL12P40/P70, 





inflammatory cytokine (IL-10), and pro-inflammatory chemokines (TECK, MIG) (Figure 
5B). In contrast, MVs
nmMLCK-/-
 induced a lower increase of TNFα, CRG2 and G-CSF than 
MVs
nmMLCK+/+
 treatment, and a higher enhancement of IL-12P70 and SDF-1α (Figure 5A). 
Interestingly, MVs
nmMLCK-/-
 enhanced the release of anti-inflammatory cytokines (IL-4 and IL-
5), insulin like growth factor binding protein 3 (IGFBP-3) and lymphocyte chemokines 
(lymphotactin and thyroid activation regulated chemokine TARC). Moreover, MVs
nmMLCK-/-
 
decreased several pro-inflammatory cytokines (TIMP1, IFNγ, IL-17, MIP family, P-selectin, 
Rantes, VCAM1) (Figure 5B). These results show that the protective effect of MVs
nmMLCK-/-
 
against the deleterious effects of LPS was due to their ability both to increase anti- 











 protect against the effects of LPS by increasing anti- 
inflammatory and reducing pro-inflammatory secretome in AoECs. AoECs were treated for 




. Cytokine production was 
evaluated by Ray Bio Mouse Cytokine Antibody Array 3 kit (see supplemental Figure E6 and Materials and 
Methods for more details). (A and B). Histograms show the cytokine ratio between either LPS+MVs
nmMLCK+/+
-
treated versus LPS-treated cells or LPS+MVs
nmMLCK-/-
-treated versus LPS-treated cells. Black line represents no 
change in cytokine production between treatments. Results are expressed as a percentage of relative intensity of 













































































 reduce the deleterious nitrative stress induced by LPS in AoECs 
LPS treatment increased significantly nitrative stress (nitrite/nitrate and nitration of proteins) 
in AoECs (Figure 6A and 6B). In the presence of LPS, MVs
nmMLCK+/+
 did modify neither 
production of nitrite/nitrate nor nitration of proteins when compared to the LPS alone. In 
contrast, MVs
nmMLCK-/-
 significantly reduced the deleterious effect of LPS (Figure 6A and 6B). 
Thus, MVs
nmMLCK-/-
 protect against the deleterious nitrative stress induced by LPS in AoECs. 
MVs
nmMLCK-/-
 prevent the inflammatory effect of LPS ex vivo and in vivo 
As expected, LPS incubation significantly increased O2
-
 production, iNOS expression and 
nitration of tyrosine. In the presence of LPS, MVs
nmMLCK+/+
 did not modify the DHE labelling, 
iNOS expression and nitrotyrosine levels when compared to the LPS alone (Figure 6C-F). 
Interestingly, MVs
nmMLCK-/-
 prevented the effect of LPS to induce O2
-
 production and tyrosine 
nitration and significantly reduced iNOS overexpression in in the aorta (Figure 6C-F).  
In order to evaluate the contribution of MVs into the protective effect of nmMLCK deletion, 





. As expected, treatment with LPS induced significant reduction of the 
maximal of relaxation (~80% of inhibition) compared to vessels taken from NaCl-injected 
animals, which traduces endothelial dysfunction (Figure 7). Also, LPS+MVs
nmMLCK+/+
 
injection decreased endothelial relaxation to similar extent than LPS alone. Interestingly, 
MVs
nmMLCK-/-
 partially correct the effect of LPS on the endothelium-dependent relaxation 
induced by acetylcholine. Thus, MVs
nmMLCK-/-
 contribute, at least partially, to the protective 
effect of nmMLCK deletion, regarding endothelial dysfunction. 
Together, these results suggest that deletion of nmMLCK leads to protective effects of MVs 





All subtypes of MVs are needed to induce vascular protection 
As shown in Figure E7, neither platelet (CD61+)- nor non-platelet (CD61-)-derived MVs 
modified the increased O2
-
 production and iNOS expression induced by LPS treatment in 








 reduce the LPS-evoked nitrative stress in AoECs and ex vivo 









 (nitrite/nitrate) from the 
supernatant of treated AoECs evaluated by Griess assay. Data represent the mean ±SEM (n=3) *p<0.05, 
**p<0.01. (B). The protein nitration in AoECs was evaluated by Western blot using antibody raised against 
nitrotyrosine-modified proteins and then, immunoblots were quantified by densitometric analysis. Data are 
representative of three separate blots, and the densitometry values are expressed in arbitrary units (A.U) as mean 
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± SEM *p<0.05, **p<0.01. (C). Confocal image staining of DHE (red), iNOS (green), and nitrotyrosine 





. Aorta was imaged using confocal microscope. (D-F). 
Histograms show fluorescence intensity (A.U) of aorta DHE staining (D), iNOS (E), and nitrotyrosine (F), 




















 partially prevent the endothelium dysfunction induced by LPS 
in vivo. nmMLCK+/+ mice were injected intravenously with saline salt solution (Ctrl), MVsnmMLCK+/+ or 
MVs
nmMLCK-/-
. After 20 hours, mice were injected intraperitonealy with LPS (40 mg/Kg) for 4 hours. 
nmMLCK
+/+
mice injected only with LPS (40mg/Kg) for 4 hours as used as positive control. Endothelium-
dependent relaxation induced by acetylcholine (Ach) was evaluated by myography. The relaxation was 
expressed as a percentage of precontraction level. Statistical analyses were performed using two-way ANOVA 



































Figure 15: Schéma récapitulatif des principaux résultats de la première partie de 
l’étude. (A) Conséquences de la délétion de MLCKnm sur les propriétés physiques des MPs 
circulantes. La délétion de MLCKnm augmente le nombre total et la taille moyenne des MPs; 
cependant, elle diminue la charge négative portée par les MPs. (B) Conséquences de la 
délétion de MLCKnm sur les cellules circulantes  productrices des MPs. les souris KO 
MLCKnm présentent une diminution du nombre des leucocytes circulantes ainsi que les MPs 
dérivées des leucocytes, et une augmentation des MPs dérivées des cellules progénitrices. Les 
plaquettes issues des souris déficientes en MLCKnm présentent une réduction au niveau de la 
capacité à libérer des MPs. Ce défaut est compensé par une augmentation du nombre des 
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Figure 16: Schéma récapitulatif des principaux résultats de la deuxième partie de 
l’étude. MPsMLCKnm+/+ : MPs circulantes issues des souris sauvages; MPsMLCKnm-/- : MPs 
circulantes issues des souris KO MLCKnm. IL-6: interleukine 6; MCP-1: protéine chimiokine 
des monocytes 1; NO: monoxyde d’azote; O2
- 
: anion superoxyde. Les MPs
MLCKnm+/+
 
induisent la production par les cellules endothéliales du IL-6 et MCP-1. Les MPs
MLCKnm-/- 
induisent la production que du MCP-1. Les MPs
MLCKnm+/+
 et non pas les MPs
MLCKnm-/-
,  
induisent l’infiltration des macrophages, une dysfonction endothéliale ainsi qu’une production 
de NO et O2
- 
. En présence du LPS, les MPs
MLCKnm-/-




























In the present study, we show that nmMLCK deletion affected the size and the number of 
circulating MVs. Although platelet count was increased in nmMLCK
-/-
 mice, the ability of 
platelets to release MVs in response to thrombin was reduced. Also, nmMLCK
-/-
 mice 
displayed decreased number of leukocyte-derived MVs that was associated with reduced 
leukocyte count. In addition, although the number of circulating progenitor cells was not 
different between both types of mice, MVs released from progenitor cells were enhanced in 
nmMLCK
-/-
 mice suggesting an activation of progenitor cells. Although both types of MVs 
were internalized by AoECs, MVs
nmMLCK+/+
, but not MVs
nmMLCK-/-
, increased pro-
inflammatory cytokine secretion by AoECs, induced oxidative and nitrative stresses, and 
macrophage infiltration as well as endothelium dysfunction in aorta. In the presence of LPS, 
MVs
nmMLCK-/-
 induced in vitro anti-inflammatory cytokine release and prevented the 
deleterious effects of LPS in aorta both ex vivo and in vivo. Finally, the presence of all cellular 
origins of MVs are needed to obtain the protective effect of MVs
nmMLCK-/-
. Altogether, these 
findings provide evidence that nmMLCK plays role in the cellular activation, and release of 
circulating MVs, as well as the number of circulating cells. Furthermore, these findings 
support the hypothesis that nmMLCK deletion generates circulating MVs displaying 
protective effect by activating pro-resolving anti-inflammatory pathways. 
The present study shows the implication of nmMLCK on the process of MV formation. 
Activation of nmMLCK by Ca
2+
/calmodulin or by tyrosine kinase-mediated phosphorylation 
at Tyr-464 and Tyr-471 phosphorylated regulatory MLC-2 at Ser-19 and subsequently at Thr-
18, resulting in a change in the myosin tertiary structure favoring contractile movement 
against actin. In addition, nmMLCK may be simultaneously involved in the control of 
cytoskeleton architecture and actomyosin activation (12). It has been shown that nmMLCK 
physically interacted with cortactin in endothelial cells and modulated cytoskeletal 
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organization and rearrangement (13). It is well known that cytoskeleton disorganization 
represents an essential step in the process of MV generation, and at this level, nmMLCK may 
interact with other cytoskeleton proteins and contribute to the MV formation. This may 
explain the present results which demonstrate that the deletion of nmMLCK increased the size 
and the number of total circulating MVs. The increase in the number of circulating MVs is 
probably not due to their decreased clearance on nmMLCK
-/-
 mice because alterations on 
production of platelet-derived MVs from nmMLCK
-/-
 mice were also observed in vitro. 
Indeed, in this study, we have also demonstrated that nmMLCK plays a role in the budding of 
platelets in response to thrombin without affecting intracellular calcium concentration. 
Recently, it has been shown that the phosphorylation of MLC-2a by MLCK in response to the 
oxidized low density lipoproteins contributes to the shape modification and platelet activation 
(14). Furthermore, Itoh et al (15) concluded that mono- and diphosphorylation of myosin by 
MLCK play a role in the initial phase of in vivo activation of thrombin-stimulated platelets.  
We show that nmMLCK
-/-
 mice displayed decreased number of circulating leukocytes which 
was associated with the reduction of leukocyte-derived MVs. It is unlikely that the decrease of 
leukocyte number was due to a decreasing passage of mature circulating cells from the bone 
marrow toward the bloodstream because of the number of circulating progenitor cells derived 
from bone marrow was not affected in nmMLCK
-/-
 mice. However, it is possible that 
leukocyte progenitor cells were decreased in the bone marrow from nmMLCK
-/-
 mice, but this 
hypothesis remains to be studied. Accordingly, it has been shown that actomyosin interaction 
in bone marrow stem cells modulated hematopoiesis and lineage specification and/or function 
(16). Since activation of MLCK is a key step in the development of actomyosin-based 
contractile forces (17), it is plausible that nmMLCK may participate in the regulation of 
differentiation of progenitor cells from bone marrow. 
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We show that circulating MVs from wild type mice display pro-inflammatory properties in 
vitro, ex vivo and in vivo by producing pro-inflammatory cytokines, and endothelial 
dysfunction by increasing both oxidative and nitrative stress. This suggests that blood vessels 
of wild type mice being continuously exposed to MVs
nmMLCK+/+
 may release other circulating 
factors in order to compensate the deleterious effects of wild type MVs. In contrast, 
circulating MVs isolated from nmMLCK
-/-
 mice were unable to stimulate endothelial cells to 
produce pro-inflammatory cytokines, endothelial dysfunction and oxidative, nitrative stress. 
These results are in agreement with those previously published. Indeed, it is clearly 
demonstrated that nmMLCK deficient mice were protected against endotoxic shock in two 
models of sepsis (LPS and cecal ligation and puncture models) in terms of mortality (3). 
Indeed, nmMLCK may intervene upstream at the early phase of LPS-induced NF-κB 
activation and cytokine release. In conjunction with these results, Eutamene et al (18) reported 
that the inhibition of nmMLCK inhibited the neutrophilic inflammation caused by LPS. 
It has been shown that human monocytes treated by LPS were able to release MVs carrying 
bioactive IL-1β and transcripts for pro-inflammatory cytokines such as TNF, IL-6 and IL-8 
(19, 20).
 
Also, MVs released by human endothelial cells and monocytes after TNF-α 
stimulation up-regulated podocyte production of pro-inflammatory MCP-1 and IL-6 (21).
  
Interestingly, under pro-inflammatory conditions such as LPS infusion, injection on systemic 
circulation of MVs generated in vitro from human endothelial cells increased levels of IL-1β 
and TNF-α, suggesting that MVs prime injury-associated inflammation in mice (22). In 
contrast, other types of MVs possessed anti-inflammatory and beneficial effects. Activated 
human neutrophils released MVs were able to reduce inflammatory response mediated by 
macrophages exposed to LPS by mechanism related to annexin A1 (23, 24). Similarly, MVs 
enriched in alpha-2-macroglobulin preserved neutrophil chemotactic responses in the 
presence of LPS and consequently activated pro-resolving pathways (25). Also, we previously 
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reported that MVs from activated/apoptotic T cells carried the morphogen sonic hedgehog, 
essential for promoting in vitro angiogenesis of human endothelial cells and in vivo 
neovascularization after hind limb ischemia in mice (26, 27). Thereby, in the present work, 
we show that engineered MVs by deletion of nmMLCK, carrying similar cytokines than those 
from wild type mice, enhance pro-resolving responses in both endothelial cells and blood 
vessels, and then could well represent new and promising therapeutic strategies. 
Next, we evaluated whether under pathophysiological conditions, that is, in the presence of 
LPS, MVs from nmMLCK
-/-
 mice retain their protective effects. Interestingly, we demonstrate 
that MVs
nmMLCK-/-
 partially corrected inflammatory responses elicited by LPS in in vitro 
cultured endothelial cells and at the vascular wall. Indeed, MVs
nmMLCK-/-
 stimulated 
endothelial cells to produce anti-inflammatory cytokines and reduced pro-inflammatory 
cytokines and reduced iNOS expression, superoxide anion production and macrophage 
infiltration into the vascular wall. In addition, the presence of all cellular origins of MVs are 
necessary for the protective effect of MVs
nmMLCK-/-





subsets of MVs lead to the disappearance of protective effects. Although the mechanism(s) 
is(are) not completely elucidated, we can hypothesize that MVs
nmMLCK-/-
 might carry 
transcription factors or miRNA presenting anti-inflammatory functions which contribute to 
reduce inflammatory effect of LPS on target cells. Further studies are needed to fully 
characterize the composition of MVs
nmMLCK-/-
. 
In summary, this study provides evidence that nmMLCK plays an important role in the cell 
activation, process of budding and release of circulating MVs, as well as the number of 
circulating cells. This explains the variations in the rate, phenotype, and the physical 
properties of MVs. Deletion of nmMLCK generates circulating MVs with a protective 
potential. They underscore that nmMLCK may represent a candidate in the regulation of pro-
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Figure 17: Schéma récapitulatif de l’étude. La délétion de MLCKnm affecte le mécanisme 
de production et de libération des MPs circulantes, ainsi que leurs effets sur les cellules cibles. 
Les MPs issues des souris KO MLCKnm possèdent de propriétés anti-inflammatoires. 
MPs
MLCKnm+/+ 
: MPs issues des cellules exprimant MLCKnm; MPs
MLCKnm-/- 
: MPs issues des 




























































EXPANDED VIEW MATERIAL 
Non-muscle myosin light chain kinase in critical for microvesicle-induced 
inflammation by endotoxin 
 






















Figure E1: Deletion of nmMLCK affects the charge of circulating MVs but not the 
evolution of intracellular calcium concentration on platelets after thrombin stimulation.  
(A). Charge of circulating MVs expressed by milliVolts (mV) evaluated by Malvern Zetasizer 
(see supplemental Methods for details). Data represent the mean ± SEM (n=8-15) **p<0.01. 






 platelets) were incubated 
with calcium probe Fluo4 (3µM) for 45 min at 37°C and then, activated by thrombin at 0.5 
U/ml in presence of 1 mM of CaCl2. Fluorescence of Fluo4 measured at 535 nm. Values are 






























































(A). Template showing location of antibodies for cytokines spotted onto RayBiotech cytokine 
antibody array kit (62 cytokines). Each spot on the membrane represents one cytokine.  (B). 
Image of membranes of antibody array screening using for analysis of cytokines carried by 




 (2300±202 MVs/µl) was incubated with 
cytokine antibody membrane represented in (A) according to the manufacturer’s protocol. 
The cytokine was detected with anti-cytokin secondary peroxidase-conjugated antibody. The 
spots with high intensity (fluorescent spot) show positive control whereas the no signal spots 










. We show here image of membranes of antibody array 
MVnmMLCK+/+ MVnmMLCK-/-
C
POS = Positive Control Spot
NEG = Negative Control Spot













screening using for cytokines analysis. The image intensity was measured on imager Vilber 
















Figure E3: Nitration of proteins in AoECs.  










The protein nitration was evaluated in treated AoECs by Western blot using antibody raised 
against nitrotyrosine-modified proteins. Bound antibodies were detected with anti-mouse 
secondary peroxidase-conjugated antibody (1:5000, Promega, Madison, WI). We observe 






























 were labeled with 2 mM PKH67 (Sigma 
Aldrich) dye in 0.9% saline solution. Once stained, fluorescence was measured by flow 
cytometry. Regions corresponding to MVs were identified by FSC and SSC intensity. FITC 
fluorescence intensity was also evaluated. We showed dot plots of unlabeled and PKH67-
labeled MVs. (B). Confocal images showing AoECs (Actin filaments staining phalloidin, 
red); (nuclei staining DAPI, bleu) incubated at 37°C with 10 mg/ml of MVs labeled with 
PKH67. Both PKH67-labeled MVs
nmMLCK+/+ 
(green) and PKH67-labeled MVs
nmMLCK-/-
(green) 








































mice are partially protected against changes on MV levels and 
vascular inflammation induced by LPS.  




 mice treated 












), and procoagulant-(annexin V
+
), derived MVs. Dotted line represents 
the rate of MVs in untreated mice. Values are expressed as events per µl and the data 
represent the mean ±SEM (n=3-4) *p<0.05. (B). Confocal image staining of superoxide anion 
production by dihydroethidine (DHE) (red), nitric oxide synthase (iNOS) (green), and 





mice injected intraperitonealy by LPS (40 mg/kg) for 4 hours (see Materials and Methods for 






























































































































































iNOS (D) and F4/80 (E), assessed by Image J. Data are expressed by fluorescence intensity 



















Figure E6: LPS increased inflammatory cytokines production on mouse AoECs.  
Analysis of the inflammatory cytokine production by AoECs treated with LPS (10 µg/ml) for 
24 hours by antibody array screening (same protocol of figure 2S). Histograms show the 
cytokine ratio between either LPS treated versus non-treated cells. Black line represents no 
change in cytokine production between treatments. Results are expressed as a percentage of 
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Figure E7: All subtypes of MVs are needed to induce vascular protection. 
Separation between circulating MVs
CD61+
 and circulating MVs
CD61- 
was realised by Flow 
cytometry (see supplemental Methods for details).  
(A). Dot plot of circulating MVs
 
after incubation with anti-CD61 antibody. We have two 
populations of MVs, MVs CD61+ (FITC fluorescent MVs) and MVs CD61-. (B). Dot plot of 
circulating MVs after separation between circulating MVs
CD61+
 and circulating MVs
CD61-
. 
100% of collected MVs were CD61-. (C). Dot plot of circulating MVs after separation. 83% 
of MVs were CD61+.  (D, E). Aorta of wild type mice was incubated ex vivo for 24 hours 









CD61-. Histograms show fluorescence intensity 
(A.U), of aorta DHE staining (D), iNOS expression (E), assessed by Image J. Data represent 












































































Expanded view: METHODS 
Animals 
All animal care and treatment procedures were performed in accordance with institutional 
guidelines and protocols were approved by the French Animal Care Committee in accordance 





 mice generated by selective exon targeting (9). 
Circulating MV isolation 
Circulating MVs were isolated from peripheral blood by cardiac puncture collected in EDTA 
tubes (Vacutainers, Becton Dickinson, Le Pont de Claix, France) from mice. Blood was 
centrifuged (1,500g, 5 minutes) and platelet-rich plasma (PRP) was separated from whole 
blood. Then, PRP was centrifuged (1,900g, 5 minutes) to obtain platelet-free plasma (PFP). 
Sixty µl of PFP were frozen and stored at -80°C until subsequent use. In order to pellet MVs 
for in vitro and in vivo studies, circulating MVs were concentrated from PFP by three series 
of centrifugations (16,000g, 45 minutes), resuspended in 150µl of 0.9% NaCl and stored at 
4°C. The physiological circulating concentration of mouse MVs was used for in vitro and in 
vivo studies, whereas the control conditions correspond to treatment by 0.9% NaCl. For MVs 
taken from wild type animals (MVs
nmMLCK+/+
), we used: 2300±202 MVs/µl which 
corresponds to 207±50 µg of proteins/ml and, for MVs taken from nmMLCK deficient mice 
(MVs
nmMLCK-/-
) 3000±562 MVs/µl which corresponds to 154±34 µg of proteins/ml. These 
values in protein concentration were not statistically different. 
Characterization of the size of MVs 
Two µl of MVs were diluted with 300µl of 0.9% NaCl and analyzed with Malvern Zetasizer. 
This unit measures particle size and molecules below a nanometer up to several microns by 
using the dynamic light scattering. It also measures the zeta potential and electrophoretic 
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mobility by laser Doppler electrophoresis and the molecular weight by the static light 
scattering. 
Characterization of the zeta potential of MVs 
Two µl of concentrated MVs were diluted with 300µl of mili-Q water and the zeta potential 
was analyzed with Malvern Zetasizer.  
Characterization of MV phenotype 
Regions corresponding to total MVs were identified in FSC and SSC intensity dot plot 
representation set at logarithmic gain, depending on their diameter (0.1-1 µm). MV 
subpopulations were discriminated according to the expression of membrane specific antigens 
by flow cytometer. MVs derived from platelets, erythrocytes, leukocytes, endothelial cells, 
and macrophages were labeled using anti-CD61, TER119, anti-CD45, anti-CD54, F4/80 
antibodies, respectively. Anti-CD133 and Sca1 antibodies were used to identify progenitor-
derived MVs (Biolegend, London, UK). Annexin-V (Beckman Coulter, Villepinte, France) 
binding was used to label phosphatidylserine. Eight µl of PFP was incubated with 1µl of a 
specific antibody (Beckman Coulter). After 45 minutes of incubation, samples were diluted in 
200 µl of 0.9% NaCl or annexin-V labeling buffer and flow count beads (8 µl) were added to 
samples (8 µl) to measure MV concentration. Irrelevant mouse IgG was used as an isotype-
matched negative control for each sample. Samples were analyzed in a flow cytometer 500 
MPL System (Beckman Coulter). Sample analysis was stopped after the count of 10,000 
events. 
Counting of circulating cells 
An automated cell count analyzer (Beckmann Coulter) was used to perform blood cell count. 
Progenitor cells were determined by incubating peripheral blood mononuclear cells (20 µl) 
with anti-CD133 and Sca1 antibodies (1 µl) for 45 minutes. After incubation, samples were 
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diluted in 200 µl of 0.9% NaCl and analyzed in a flow cytometer 500 MPL System (Beckman 
Coulter).  
In vitro platelet budding in response to thrombin 
Platelets were isolated from peripheral blood by cardiac puncture collected in citrate tubes 




 mice. Blood was centrifuged at 150g 
for 10 minutes and platelet-rich plasma was separated from whole blood. Then, platelet-rich 
plasma was centrifuged at 1,500g for 10 minutes in order to pellet platelets. After that, 
platelets were resuspended in 1ml of Ca
2+







 platelets) were activated in vitro by thrombin at 0.1U/ml for 10 
minutes at 37°C in presence of 0.05M of CaCl2. Platelet-derived MVs were prepared by 
successive centrifugations and counted by flow cytometry as described above. 
Isolation of aortic endothelial cells 
Primary endothelial cells were isolated from mouse aorta (AoECs) by using from the protocol 
of Kobayashi and colleagues (10, 11). Cells were treated for 24 hours with MVs at circulating 
levels detected in the plasma of mice, in the absence or presence of lipopolysaccharide (LPS, 
Sigma-Aldrich, St Quentin Fallavier, France) (10µg/ml). 
Briefly, mice are anesthetized with isoflurane and the midline of the abdomen is incised. The 
thorax is opened to expose the heart lungs and the abdominal aorta, which is cut at the middle 
to release the blood, and then perfused with 1 ml of PBS containing 1,000 U/ml of heparin 
from the left ventricle. The aorta is dissected out from the aortic arch to the abdominal aorta, 
and immersed in DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) containing 20% fetal bovine 
serum (FBS) and 1% antibiotics (penicillin, streptomycin). The fat or connecting tissue is 
rapidly removed with fine forceps under a microscope. A 24- gauge cannula is inserted into 
the proximal portion of the aorta. After ligation at the site with a silk thread, the inside of the 
lumen is briefly washed with serum-free DMEM. The other side is bound and filled with 
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collagenase type II solution (2 mg/ml, dissolved in serum-free DMEM). After incubation for 
45 minutes at 37°C, AoECs are removed from the aorta by flushing with 5 ml of DMEM 
containing 20% FBS 1% antibiotics and cells are collected by centrifugation at 1,200 rpm for 
5 minutes.  The precipitate is gently re-suspended by pipette with 2 ml of 20% FBS-1% 
antibiotics- DMEM and cultured in a 35 mm collagen type I-coated dish. To remove smooth 
muscle cells, after 2 h incubation at 37°C, the medium is removed, the cells are washed with 
warmed PBS, and EBM2 (Endothelial cell Basal Medium-2) with 5% FBS and 1% antibiotics 
is added. 
Cytokine production 
Cytokine production was evaluated by Ray Bio Mouse Cytokine Antibody Array 3 kit. 
Production of IL-6 and MCP-1 was evaluated by mouse ELISA (Ray Biotech, Atlanta, GA) 
(see for more information for details). Cytokine production was evaluated in cell supernatant 









. The image intensity was measured on imager Vilber Lourmat 
(Torcy, France) and the resulting images was analyzed using Image J software. 
Vascular reactivity 
Thoracic aorta was isolated from nmMLCK
+/+





. Aorta was carefully cleaned of adhering fat and connective 
tissue and then cut into rings (1.5-2 mm length). Aorta rings were mounted on a wire 
myograph filled with PSS buffer to record isometrical mechanical activity, as previously 
described (3).
 
The experiments were performed at 37°C with PSS continuously bubbled with 
95% O2 and 5% CO2. Arteries were precontracted to 80% of maximal contraction with the 
thromboxane A2 analog, 9,11-dideoxy-9α,11α-methanepoxyPGF2α (U-46619, Merck 
Chemicals Ltd, Nottingham, UK) and endothelium-dependent relaxation was assessed by 







did induce differences in the levels of precontraction induced by U-46619, which attest the 
absence of LPS contamination on MV preparation. 
Staining and imaging of aorta wall by confocal microscopy 
Aorta rings derived from nmMLCK
+/+









, for 24 hours in 
DMEM, 20% FBS, 1% antibiotic medium. In another set of experiments, nmMLCK
+/+
 mice 




 for 24 hours and thoracic aorta 
was isolated. Then, vessels were frozen and cut in 10µm sections. After fixation, aorta 
sections were incubated 2 hours at room temperature in blocking buffer (5% nonfat dry milk 
in PBS) followed by three washes in PBS buffer. Tissue sections were incubated overnight 
(4°C) with anti-inducible nitric oxide synthase (iNOS) (1:50, BD Biosciences, San José, CA), 
anti-nitrotyrosine (1:100, clone 1A6, Millipore, Billerica, MA), and anti-macrophage marker 
(F4/80) (1:100, Biolegend) antibodies. After three washes, aorta rings were incubated one 
hour at room temperature with Alexa fluor 488-labeled antibody (1:100, Interchim, 
Montluçon, France). In another set of experiments, the in situ production of superoxide anion 
was evaluated by the fluorescent dye dihydroethidine (DHE, Sigma-Aldrich, 3µmol/l, 30 
minutes in the dark). After washes, sections were mounted on glass slides and visualized with 
a confocal microscopy (CLMS 700, Zeiss, ZEN software). 
Western Blot Analysis 
Proteins (40µg) were separated using NuPAGE 4-12% Bis-Tris gel, and then transferred to 
nitrocellulose membrane. Blots were probed with anti-nitrotyrosine, and anti-β-actin (1:5000, 
Sigma-Aldrich) antibodies. Bound antibodies were detected with anti-mouse secondary 
peroxidase-conjugated antibody (1:5000, Promega, Madison, WI). The bands were visualized 
using the enhanced chemiluminescence system (Amersham, Buckinghamshire, UK) and 








, LPS (10 µg/ml), or the 
combination LPS with MVs for 24 hours. The culture medium (100 µl) was collected and 
mixed with 100 µl Griess reagent (Sigma-Aldrich) and nitrate reductase (20 µl of 10 U/ml 
nitrate reductase). After 15 minutes of incubation in the dark at room temperature, absorbance 
of colorimetric product was measured in each well at 570 nm by use of a Mithras LB940 
spectrophotometer (Berthold Technologies, Thoiry, France). Concentrations of nitrite and 
nitrate were determined using a curve of nitrite standard solution. 
Internalization of MVs into endothelial cells 
Briefly, isolated MVs were labeled with 2 mM PKH67 dye (Sigma Aldrich) in 0.9% NaCl for 
2 min at room temperature. An equal volume of fetal bovine serum was added to stop 
staining. Then, MVs were centrifuged at 16,000 g for 45 minutes to remove the supernatant. 
PKH67-labeled MVs were incubated with mouse aortic endothelial cells (AoECs) for 24 
hours at 37°C. After incubation, cells were fixed with 2% paraformaldehyde for 20 minutes 
and then they were stained with phalloidin (50 mg/ml, Sigma Aldrich) for 90 minutes at room 
temperature. After washing with PBS, nuclei were stained with DAPI and washed again. 
Finally, cells were mounted and visualized with confocal microscopy (CLMS700, Zeiss, ZEN 
software). All images were acquired using x63 objective. Cells incubated with unlabeled MVs 
served as a control.  
Measurement of intracellular calcium in platelets in response to thrombin stimulation 
Platelets were isolated and washed from blood by centrifugation. Platelets were resuspended 
in 1ml of Ca
2+







platelets) were incubated with calcium probe Fluo4 (3 µM) for 45 min at 37°C and then, they 
were activated by thrombin at 0.5 U/ml in presence of 1mM of CaCl2. Fluorescence of Fluo4 
was measured at 535 nm by spectrophotometer Mithras LB940 Multimode Reader. 
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Separation between circulating MVs
CD61+
 and circulating MVs
CD61-
 
Separation between circulating MVs
CD61+
 and circulating MVs
CD61- 
was realised by Flow 




 were incubated with 3 µl of 
anti-CD61 antibody (Biolegend, London, UK). After 45 min of incubation, 250 µl of 
0.9%NaCl were added. The sample was analysed by flow cytometry BP FACS Aria
TM 
Cell 
Sorter. Regions corresponding to total MVs were identified in FSC and SSC intensity dot plot 
representation set at logarithmic gain, depending on their diameter (0.1-1 µm). We have two 
populations of MVs, MVs CD61+ (FITC fluorescent MVs) and MVs CD61- (non-fluorescent 
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L’objectif général de ce travail de thèse était d'évaluer : 
- d’une part le rôle de la protéine MLCKnm au niveau du mécanisme de libération et de 
bourgeonnement des MPs circulantes (Objectif 1) 
- d’autre part, d’évaluer le rôle de MLCKnm au niveau du message biologique porté par les 
MPs et par conséquent leurs effets sur les cellules cibles. (Objectif 2). 
Pour atteindre nos objectifs, nous avons fait appel à une stratégie de délétion totale de la 
protéine MLCKnm chez la souris. Nous avons évalué l'effet de la délétion de MLCKnm, sur 
le taux circulant, l’origine cellulaire, et les propriétés physiques des MPs circulantes (objectif 
1). En outre, sur les effets inflammatoires des MPs circulantes in vitro ex vivo et in vivo 
(objectif 2).  
Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés à évaluer l’effet de la délétion de 
MLCKnm sur le nombre et l’origine cellulaire des MPs circulantes. Il est bien connu que la 
désorganisation du cytosquelette représente une étape essentielle dans le processus de 
génération des MPs. Il a été précédemment démontré, une diminution de la quantité de MPs 
circulantes, au niveau des souris transgéniques sur-exprimant la calpastatine, un inhibiteur de 
la calpaïne, qui est une cystéine protéases nécessaire au remodelage du cytosquelette et la 
libération des MPs circulantes (Zafrani et al, 2012). De même, l’utilisation des inhibiteurs de 
p38 MAPK pour lutter contre l’inflammation vasculaire permet de prévenir la formation de 
MPs endothéliales induite par le TNFα, et expliquer en partie l’effet bénéfique de ces 
inhibiteurs (Curtis et al, 2009). Dans notre travail de thèse, la délétion de MLCKnm augmente 
le nombre total des MPs circulantes. L'augmentation du nombre des MPs circulantes n'est pas 
dû à la diminution de leur clairance, puisque les résultats d’internalisation dans les cellules 
cibles montrent que les MPs
MLCKnm+ / +
, et les MPs
MLCKnm-/ -
 interagissent de la même manière 
avec les cellules endothéliales. De plus, le phénotype MLCKnm-/- ne présente aucune 
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anomalie fonctionelle qui témoigne d’un défaut de la clairance sanguine (Ohlmann et al., 
2005). En revanche, nos résultats peuvent être expliqués par la probable participation de 
MLCKnm au niveau de la formation et la libération des MPs circulantes. Pour justifier cette 
hypothèse, il est connu que l’activation de MLCKnm par le complexe Ca2+/CAM conduit à 
une contraction du cytosquelette cellulaire suite à la phosphorylation de la chaine légère de la 
myosine MLC-2 au niveau de Ser-19 et Thr-18, qui favorise le mouvement contractile contre 
l'actine. Cette contraction pourrait participer à la génération d’une force centripète qui limite 
l’expulsion de la MP à partir de la surface cellulaire. En outre, il a été montré que MLCKnm 
interagit physiquement avec la cortactine (une protéine du cytosquelette impliquée dans 
plusieurs structures corticales telles que les lamellipodes) dans les cellules endothéliales et 
module ainsi l’organisation du cytosquelette (Kudryashov et al, 2004). Grâce à son extrémité 
N-terminale, MLCKnm sert d'échafaudage pour l'ensemble des protéines du système de 
cytosquelette, favorisant ainsi leurs activations et le déclenchement du mécanisme de 
libération des MPs. En absence de MLCKnm, il y aura probablement un défaut d’assemblage 
et d’activation des protéines du cytosquellette par conséquant un défaut dans le mécanisme de 
bourgeonnement des MPs ce qui peut expliquer l’augmentation du nombre de MPs libérées.    
Parallèlement à ces résultats, nous avons montré une augmentation de la taille avec une 
diminution de la charge négative des MPs issues des souris KO MLCKnm. Ces effets sont 
probablement dus à l’altération du mécanisme de génération des MPs. Toujours par sa 
fonction d’induire la contraction de cytosquelette, et en sachant que les MPs pouvaient 
contenir des résidus du cytosquelette, MLCKnm pourrait participer au bourgeonnement des 
MPs et déterminer une taille bien précise de 0,1 à 1µm.  
En effet, des résultats obtenus in vitro sur des plaquettes isolées viennent consolider notre 
conclusion précédente sur le rôle probable que joue MLCKnm dans le bourgeonnement des 
MPs. Il est mis en évidence que MLCKnm est exprimée au niveau des plaquettes et que son 
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activation conduit à la contraction du cytosquelette et la modification de la morphologie 
plaquettaires (Wraith et al 2013). En outre, Itoh et al. (1992) ont montré que la 
phosphorylation de la myosine par MLCKnm joue un rôle dans la phase initiale d'activation 
plaquettaire en réponse à la thrombine in vivo. Sur la base de ces études, nous avons démontré 
que la délétion de MLCKnm n’affecte pas l’activation des plaquettes (augmentation du 
calcium intracellulaire) en réponse à la thrombine. En revanche, les plaquettes déplétées en 
MLCKnm présentent un défaut de bourgeonnement, observé par une diminution de la 
libération des MPs après stimulation par la thrombine. L’ensemble de ces résultats obtenus in 
vivo et in vitro ont permis de suggérer pour la première fois, le rôle de MLCKnm au niveau 
du mécanisme de génération et bourgeonnement des MPs circulantes.  
Comme il a été décrit précédemment, une diminution de l’activité de la calpaïne diminue le 
nombre de MPs quelle que soit leur origine cellulaire. Dans le cas de MLCKnm, la délétion 
diminue spécifiquement le nombre de MPs dérivées des leucocytes et macrophages. D’une 
manière intéressante, ces observations sont corrélées à une diminution du nombre des 
leucocytes dans la circulation, qui pourrait être à l’origine de la diminution des MPs 
leucocytaires. Ces résultats suggèrent qu’en plus du rôle probable de MLCKnm dans le 
mécanisme de génération des MPs, elle pourrait participer aussi à la maturation des 
leucocytes au niveau de la moelle osseuse ce qui explique la diminution du nombre des 
leucocytes circulantes chez les souris KO MLCKnm. Il a été rapporté qu’en plus de 
l'interaction actine myosine, MLCKnm participe à la régulation de la barrière vasculaire, et la 
diapédèse des leucocytes. Il est peu probable que la diminution du nombre de leucocytes 
observée dans notre étude chez les souris KO MLCKnm soit due à une diminution de passage 
des leucocytes matures de la moelle osseuse vers la circulation générale puisque le nombre 
des cellules circulantes progénitrices dérivées de la moelle osseuse était inchangé entre les 
souris sauvage et KO MLCKnm. Cependant, il est possible que la maturation des cellules 
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progénitrices de leucocytes soit affectée dans la moelle osseuse suite à la délétion de 
MLCKnm. Suivant ce sens de raisonnement, il existe des résultats intéressants dans la 
littérature suggérant toute une nouvelle fonction de MLCKnm dans la différentiation et la 
spécification des fonctions des cellules souches de la moelle osseuse. Le processus est 
expliqué par le fait que l’activation de MLCKnm au niveau des cellules souches  conduit à la 
contraction du cytosquelette cellulaire ce qui définit son interaction avec les cellules stromales 
et la matrice extracellulaire. Ce phénomène est connu sous le nom du « Homing » des cellules 
souches hématopoïétiques. Cette interaction entre la cellule souche et son environnement 
médiée par l’activation de MLCKnm détermine le devenir et la fonction de la cellule souche 
au niveau de la moelle osseuse (Shin et al, 2013). Cependant, dans notre travail, cette 
hypothèse reste à étudier. 
Il est intéressant de noter qu’il n’existe pas d’étude scientifique qui explique le fait que la 
délétion de MLCKnm affecte seulement le nombre des leucocytes et le bourgeonnement des 
plaquettes sans affecter les autres types cellulaires. Cependant, ces résultats dévoilent 
l’importance de la protéine MLCKnm au niveau de ces deux types cellulaires.  
La première partie de la thèse, nous a permis d’ouvrir de nouvelles pistes de recherche très 
intéressante et de révéler de probable nouvelles fonctions émergentes de la protéine 
MLCKnm au niveau du mécanisme de production des MPs mais aussi au niveau de la 
différentiation des cellules souches de la moelle osseuse. Par contre, il serait très intéressant 
de poursuivre ce travail avec une étude à l’échelle moléculaire afin de positionner 
l’emplacement et le rôle exacte de MLCKnm au niveau de ces deux processus. En réalisant 
des expériences de coimmunoprécipitation et des études in vitro sur le bourgeonnement des 
MPs et la différentiation des cellules souches de la moelle osseuse en présence et en absence 
d’inhibiteur pharmacologique de MLCKnm. Ainsi, pour bien compléter l’étude il serait 
préférable de caractériser les différentes populations de cellule souche au niveau de la moelle 
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osseuse des souris MLCKnm-/- et étudier leur différentiation et maturation par rapport à des 
cellules souches issues des souris sauvages. Ces résultats pourraient présenter la base d’une 
nouvelle piste de recherche, afin d’améliorer nos connaissances sur le rôle de MLCKnm et de 
trouver une nouvelle cible thérapeutique. 
Dans un second temps, afin d’évaluer si la délétion de MLCKnm modifie le message 
inflammatoire porté par les MPs, une étude fonctionnelle des propriétés inflammatoires des 
MPs circulantes issues des souris sauvages ou KO MLCKnm a été réalisé in vitro, ex vivo et 
in vivo. Les principaux arguments qui nous ont poussés à explorer cette piste sont les résultats 
décrits sur la délétion totale de MLCKnm chez la souris. Il a été démontré que les souris 
déficientes en MLCKnm sont protégées en termes de mortalité, contre le choc endotoxique 
dans deux modèles expérimentaux de sepsis (LPS et le modèle de ligature du caecum). Le 
mécanisme à l’origine de la résistance de ses souris est expliqué par une diminution de 
l’inflammation systémique et une préservation des organes vitaux, le cœur, foie et poumon 
par une baisse de l’expression de l’iNOS inflammatoire. Concernant l’inflammation 
systémique, la délétion de MLCKnm diminue l’hyperréactivité vasculaire induite par le LPS, 
l'activation de NF-kB, et l’augmentation du stress oxydant et nitrosant (Ralay Ranaivo et al, 
2007). En se basant sur ces données, nous avons montré dans la deuxième partie de notre 
travail que la délétion de MLCKnm diminue les effets inflammatoires des MPs circulantes. 
On a observé que les MPs circulantes provenant des souris KO MLCKnm ont été incapables 
de stimuler  la production de cytokines pro-inflammatoires, d’induire une dysfonction 
endothéliale sans augmenter le stress oxydatif et nitrosatif dans les cellules endothéliales. Ces 
résultats nous a conduit à proposer en premier temps que la délétion de MLCKnm pourrait 
être considérée comme une nouvelle stratégie de production des MPs à faible potentiel 




En regardant les résultats précédemment décrits dans la littérature sur les souris KO 
MLCKnm, notre conclusion précédente était un peu précoce ou à vrai dire incomplète. 
Puisque les souris KO MLCKnm sont résistantes au choc septique par une diminution de 
l’inflammation systémique. De ce fait, nous avons évalué l’effet protecteur des MPs 
circulantes issues des souris KO MLCKnm dans les conditions inflammatoires (LPS). Il est 
déjà démontré que d’autres types de MPs pourraient avoir des effets anti-inflammatoires 
bénéfiques. Par exemple, les MPs produites par les neutrophiles humains activés réduisent la 
réponse inflammatoire médiée par les macrophages exposés au LPS par un mécanisme lié à 
l'annexine A1 (Dalli et al. 2008). Néanmoins, dans ce travail de thèse, nous démontrons que 
les MPs issues des souris KO MLCKnm corrigent partiellement la réponse inflammatoire 
provoquée par le LPS. En présence du LPS, les MPs circulantes issues des souris KO 
MLCKnm induisent la production des cytokines anti-inflammatoires et réduisent les cytokines 
proinflammatoires au niveau des cellules endothéliales; elles réduisent l'expression de la 
iNOS, de la production d'anion superoxyde et l'infiltration des macrophages dans la paroi 
vasculaire, et elles préviennent la dysfonction endothéliale accompagnée par une diminution 
du stress oxydant et nitrosant. Ces résultats suggèrent que MLCKnm pourrait être considérée 
comme une nouvelle cible utlisée dans la génération des MPs avec un potentiel protecteur.  
Dans notre travail de thèse, nous montrons pour la première fois que les MPs circulantes 
issues des souris sauvages présentent des propriétés pro-inflammatoires in vitro, ex vivo et in 
vivo. Il est très difficile à expliquer que ces MPs, qui sont en exposition continue à la paroi 
vasculaire, présentent une telle propriété. Au même temps, il n’existe pas de données 
scientifiques expliquant cet effet. Dans la limite de nos résultats, nous pouvons suggérer que 
d’autres mécanismes de compensation peuvent exister, et que la paroi vasculaire des souris 
sauvages exposée à ces MPs pro-inflammatoires, libèrent d'autres facteurs circulants afin de 
compenser les effets néfastes de ces MPs, et maintenir l’homéostasie vasculaire.  
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Bien que la délétion de MLCKnm réduise les propriétés inflammatoires des MPs circulantes 
et augmente leurs effets protecteurs, les mécanismes moléculaires et les voies de 
signalisations impliquées restent inconnus. Un certain nombre de données bibliographiques 
peuvent nous fournir quelques éléments de réponse, mais il est très intéressant d’approfondir 
l’étude afin de mettre en évidence les cascades de signalisation impliquées à savoir la voie 
MLCKnm/NFκB et la voie MLCKnm/P-Src déjà démontré au niveau de l’athérosclérose (Sun 
et al., 2011).  
Afin d’expliquer le résulat observé de la délétion de MLCKnm sur les propriétés 
inflammatoires des MPs circulantes,  on s’est focalisé sur le rôle de MLCKnm au niveau de la 
signalisation inflammatoire. Plusieurs études montrent que MLCKnm contrôle la perméabilité 
para-cellulaire de l’endothélium vasculaire; permettant ainsi le passage des cellules 
inflammatoires (Norwood., 2000; Shen et al., 2010). De plus, au niveau de son extrémité N-
terminale, MLCKnm possède plusieurs sites d’interaction avec des protéines de signalisation 
inflammatoire telle que P-Src et NF-KB conduisant à l'activation des voies de signalisation 
inflammatoires (Sun et al., 2011). Parallèlement à ces résultats, il a été démontré que 
MLCKnm participe à la translocation des sous unité de la NADPH oxydase (p47phox) à la 
membrane des cellules endothéliales. Suite à une hyperoxie, MLCKnm contribue à 
l'assemblage, et l'activation de la NADPH oxydase au niveau membranaire et par 
conséquence la génération d’un stress oxydant (Usatyuk et al., 2012). Toutes ces conclusions 
convergent vers la même direction que nos résultats actuels montrant les effets bénéfiques de 
la délétion de MLCKnm sur les propriétés inflammatoires des MPs circulantes. Bien que 
MLCKnm interagisse de manière physique avec plusieurs proteines pro-inflammatoires, nous 
pouvons faire l'hypothèse selon laquelle les MPs issues des souris KO MLCKnm pourraient 
porter plus de facteurs anti-inflammatoires que pro-inflammatoires à savoir des facteurs de 
transcription présentant des fonctions anti-inflammatoires et qui contribueraient à réduire 
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l'effet inflammatoire induit par le LPS sur les cellules cibles. Ces suggestions ouvrent de 
nouvelle perspective pour caractériser la composition des MPs issues des souris KO 
MLCKnm, via des études protéomiques, lipidomiques, et transcriptomiques.   
Pour conclure, notre travail montre que MLCKnm apparaisse comme une cible thérapeutique 
potentielle pour moduler la libération des MPs. Le recours à la délétion de MLCKnm comme 
une nouvelle stratégie de modulation du message inflammatoire porté par les MPs circulantes  
a montré être capable d’augmenter le potentiel protecteur anti-inflammatoire des MPs. De 
façon intéressante, d’une part MLCKnm peut représenter un candidat potentiel dans la 
création de nouvelles stratégies prometteuses de génération des MPs in vitro comme un 
nouvel outil thérapeutique. D’autre part, MLCKnm pourrait être considérée comme une 
nouvelle cible thérapeutique afin d’orienter les effets biologiques des MPs in vivo et 
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Les vésicules extracellulaires sont des fragments membranaires de petite taille, libérés  par la 
plupart des cellules de l’organisme suite à une activation cellulaire ou apoptose. Ces vésicules 
sont porteuses de diverses protéines et également des acides nucléiques, participant à la 
regulation de nombreuses fonctions biologiques. En effet, elles initient la coagulation du sang, 
favorisent l’inflammation, modulent le système immunitaire et participent au maintien de 
l’homéostasie cardiovasculaire. Cette revue taite le rôle des vésicules extracellulaires dans le 
développement des maladies cardiovasculaires, ainsi que leurs effets sur les cellules 
vasculaires et le myocarde. 
Les vésicules extracellulaires représentent un moyen de transport des molécules biologiques 
induisant des effets délétères ou bénéfiques dans les maladies cardiovasculaires et plusieurs 
autres pathologies. Pour mieux comprendre leurs effets biologiques, des analyses du contenu 
des vésicules en transcriptome, protéome et lipidome sont nécessaires. Dans les jours à venir, 
les vésicules extracellulaires peuvent servir à l’élaboration d’un nouveau traitement dans les 
maladies cardiovasculaires, passant par l'ingénierie des vésicules qui consiste à sous-exprimer 
ou sur-exprimer une cible d'intérêt (ARNm, miRNA, protéines) dans les vésicules afin de 
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Les microparticules sont des petites vésicules libérées par un bourgeonnement de la 
membrane plasmique suite à une activation cellulaire ou bien apoptose. Elles représentent un 
vecteur d’information biologique entre les cellules et participent ainsi à la modulation de la 
réponse inflammatoire. Des concentrations élevées de microparticules provenant des 
plaquettes, leucocytes, érythrocytes et cellules endothéliales sont associées aux différentes 
conditions pathologiques, y compris la thrombose, la septicémie, et l'inflammation.  Cette 
revue résume le rôle des microparticules dans la modulation de l'inflammation au cours des  
maladies cardiovasculaires.  
En plus de leur rôle de biomarqueur inflammatoire dans plusieurs pathologies 
cardiovasculaires, les microparticules peuvent moduler le profil pro-inflammatoire des 
cellules cibles de la paroi vasculaire. Cependant, des données récentes suggèrent que les 
microparticules peuvent également avoir des effets anti-inflammatoires. L’équilibre entre les 
effets pro-inflammatoires et anti-inflammatoires des microparticules doit être préservé pour 
obtenir une réponse inflammatoire adéquate. L’ingénierie des microparticules ayant des 
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Le syndrome d'apnée obstructive du sommeil (SAOS) est caractérisé par des cycles répétitifs 
d'apnée-hypopnée pendant le sommeil associé à une désaturation en oxygène. Nous avons 
évalué le rôle des microparticules (MPs) circulantes des patients atteints de SAOS dans la 
régulation de la fonction vasculaire. Des MPs issues des patients atteints de SAOS ou des  
sujets sains ont été injectées chez la souris. Les MPs provenant des patients SAOS induisent 
une hyperréactivité vasculaire dans les aortes à endothélium fonctionnel mais pas dans les 
aortes sans endothélium. L’hyperréactivité vasculaire a été réduite en présence d'un inhibiteur 
de la NO synthase seul ou combiné avec l'inhibiteur de la cyclo-oxygénase l’indométacine. 
Les MPs SAOS réduisent l’activité de la NO synthase endothéliale et la production du 
monoxyde d’azote, et augmentent l'expression de la cyclo-oxygénase-1 et la cyclo-oxygénase-
2 ainsi que  la thromboxane A2 et la prostacycline. Un blocage des récepteurs de la 
thromboxane A2 ne modifie pas la réponse de la sérotonine dans les artères des souris traitées 
par les MPs SAOS. Un superoxyde dismutase mimétique réduit l'hyperréactivité vasculaire 
induite par les MPs SAOS sans avoir d’effet sur la contraction des vaisseaux contrôle. Ces 
données montrent que les MPs circulantes des patients SAOS induisent ex vivo une 
hyperréactivité vasculaire impliquant l'endothélium via une interaction entre le monoxyde 
d'azote et les voies de la cyclo-oxygénase. Ces résultats mettent en évidence la participation 







PPARα regulates endothelial progenitor cell maturation and myeloid lineage 
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Co-auteur: participation aux expériences d’isolement des cellules progénitrices, des 
microparticules circulantes, la résonance paramagnétique éléctronique et les expériences 










Peroxisome proliferator-activated receptor-alpha (PPARα) est un modulateur clé du 
métabolisme lipidique. Dans ce travail, nous évaluons le rôle de PPARα dans la maturation et 
la fonction des cellules progénitrices de la moelle osseuse. Bien que la déletion de PPARα 
augmente le nombre des cellules résidentes de la moelle osseuse, la différenciation des 
cellules progénitrices endothéliales et monocytaires, elle altére la ré-endothélialisation de 
l’artère carotide lésée suite à une réduction des cellules progénitrices endothéliales 
circulantes. En outre, la délétion de PPARα diminue l’effet pro-angiogénique in vivo de 
l’agoniste de PPARα sans affecter les marqueurs de différenciation des cellules progénitrices 
endothéliales. Le traitement par le «Macrophage colony-stimulating factor (M-CSF)» 
augmente la population des cellules progénitrices monocytaires ainsi que le sécrétome des 
cellules dérivées de la moelle osseuse chez les souris sauvages PPARα mais pas chez les 
souris délétées en PPARα. En outre, les souris délétées en PPARα affichent une réduction des 
lymphocytes et une augmentation des monocytes et neutrophiles circulants. Enfin, PPARα 
régule négativement la production des espèces réactives de l’oxygène par le NADPH oxydase 
dans les cellules résidentes de la moelle osseuse. Ces données montrent que le PPARα est un 
régulateur critique du homing, de la maturation et du recrutement des cellules progénitrices de 
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L’augmentation constante de l’obésité dans les populations occidentales accroit la prévalence 
de nombreuses maladies liées au surpoids parmi lesquelles le syndrome d’apnées hypopnées 
du sommeil (SAHOS). Le SAHOS et l’obésité représentent deux facteurs de risque 
indépendants du développement de maladie cardiovasculaires (CV) et métaboliques. Etant 
souvent associés en pratique clinique, l’étude de leurs effets vasculaires et métaboliques 
spécifiques est difficile. Pour nous affranchir de cette problématique, nous avons étudié chez 
la souris, les effets respectifs et combinés d'un régime riche en graisse et/ou de 15 jours 
d'exposition à des conditions d'hypoxie intermittente (HI) mimant le SAHOS, sur les 
paramètres vasculaires et métaboliques. L’HI seule n'avait aucun impact sur le bilan-glucido 
lipidique, la fonction mitochondriale hépatique et la fonction vasculaire des animaux. Les 
animaux soumis au RRG présentaient une dyslipidémie, une stéatose hépatique, une 
dysfonction mitochondriale ainsi qu'une une dysfonction endothéliale. Lorsque l’HI était 
appliquée aux animaux recevant le RRG, l’ensemble de ces dysfonctions vasculaires, 
hépatiques et mitochondriales était prévenu mais une hyperinslinémie marquée était notée.  
Ce travail illustre les effets polymorphes de l’HI qui, pour des durées d’exposition courtes, 
pourrait présenter des effets bénéfiques sur les altérations associées à l’obésité qui contrastent 
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Titre de thèse: Modulation des réponses inflammatoires par les microparticules  
 
 




Les microvésicules (MVs) sont des petites vésicules 
membranaires libérées par les cellules, ayant des effets 
bénéfiques et/ou délétères dans le sepsis. Nous avons déjà 
démontré que la délétion de l’isoforme non musculaire de la 
kinase de la chaîne légère de la myosine (MLCKnm)  protège 
les souris contre le choc endotoxique en réduisant 
l'inflammation. Ici, nous avons évalué les conséquences de la 
délétion de MLCKnm sur le phénotype et les effets 
inflammatoires des MVs au cours du choc endotoxique. La 
délétion de MLCKnm augmente le taux circulant des MVs et 
ceux dérivées des cellules progénitrices. Les souris 
MLCKnm
-/- 
présentent une augmentation du nombre des 
plaquettes, mais leurs capacité à libérer les MVs est réduite 
et une diminution du nombre des leucocytes et des MVs 
leucocytaires. Une diminution du relâchement de l’aorte a été 














sécrétion des cytokines pro-inflammatoires par les cellules 
endothéliales de l’aorte de souris alors que les MVs
MLCKnm-/-
 
induisent la libération des cytokines anti-inflammatoires. 
L’injection des MVs
MLCKnm-/-
, prévient partiellement 
l'augmentation du stress oxydatif, nitrosatif, et la dysfonction 
endothéliale induites au niveau des souris par le LPS. Ces 
résultats montrent que MLCKnm joue un rôle important dans 
l'activation cellulaire, la libération des MVs, ainsi que le 
nombre des cellules circulantes. La délétion de MLCKnm 
permet de générer des MVs circulantes moins inflammatoires 
avec un potentiel protecteur. 
Mots clés 






Microvesicles (MVs), small membrane vesicles released 
from cells, have beneficial and/or deleterious effects in 
sepsis. We previously reported that non-muscle myosin 
light chain kinase (nmMLCK) deletion protects mice 
against endotoxic shock by reducing inflammation. 
Here, we evaluated the consequences of nmMLCK 
deletion on the phenotype and inflammatory effects of 
cell-derived MVs during endotoxic shock. nmMLCK 
deletion increased circulating levels of MVs. In 
nmMLCK
-/-
 mice, platelet count was increased but the 
platelet ability to release MVs was reduced, and both 
leukocyte-derived MVs and leukocyte count were 
reduced. Endothelium-dependent relaxation of aorta 










). In presence of lipopolysaccharide, 
MVs
nmMLCK+/+
 increased pro-inflammatory cytokine 
release by mouse aortic endothelial cells whereas 
MVs
nmMLCK-/-
 enhanced anti-inflammatory secretome. 
Injection of MVs
nmMLCK-/-
, but not MVs
nmMLCK+/+
, 
prevented the increase of oxidative and nitrative 
stresses and reduced endothelial dysfunction in aorta 
from lipopolysaccharide-treated mice. Altogether, 
nmMLCK plays an important role in cellular activation 
and release of circulating MVs. Moreover, nmMLCK 
deletion generates MVs with low inflammatory 
properties and high protective effects. 
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